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RESUMEN.

La cera en las plantas confiere proteccion contra radiacion ultravioleta y patégenos, asi mismo
disminuye la pérdida de agua no estomatica y el depdsito de polvo. Esta caracteristica la poseen
algunas plantas que presentan el metabolismo acido de las crasulaceas (MAC), una de ellas es
Echeveria laui, crasulacea que se caracteriza por tener la superficie foliar cubierta con grandes
cantidades de cera, la cual puede ayudarle a sobrevivir en su ambiente en condiciones extremas
de temperatura, déficit hidrico e intensidades de luz elevadas.

Con el objetivo de determinar el papel de la cera en la fotosintesis mediante la medicion de la
fluorescencia de la clorofila a, la acumulacioén de acidos organicos y dindmica estomatica en E.
laui, se evaluo durante 12 meses solamente la fluorescencia en una poblacion de esta crasulacea y
el resto de las variables se evalu6 en plantas provenientes de vivero expuestas a tres diferentes
condiciones ambientales. Ademas se obtuvo el perfil de pigmentos mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), se analizo el contenido de cera mediante cromatografia de
gases-masas (GC-MS) y la generacion de cera en la planta se observd mensualmente.

Los resultados mostraron que la cera de E. laui se produjo solamente en hojas nuevas de la planta
y al retirarla de la superficie no se regenerd. Esta cera estd compuesta principalmente de
triterpenos y se identifico a la 12-oleanona-3-yl-acetato como el mas abundante (64.98%).

La presencia de cera en las hojas de E. laui no tuvo influencia en la acumulacion de éacidos
organicos y dindmica estomatica, pero si favorece un buen acarreo en la cadena transportadora de
electrones, en plantas que estuvieron en altas irradiaciones luminicas y altas temperaturas. Al
remover la cera de la superficie de la hoja, se inhibi6 el acarreo principalmente en la reduccion de
Qa". Por lo cual, se discute que la cera que cubre las hojas de E. laui es una de las diversas

estrategias que posee la planta para evitar el dafio al aparato fotosintético.



ABSTRACT.

Plant wax confers protection against ultraviolet radiation and pathogens, likewise decreases both
non-stomatal water loss and dust deposition. Plants having Crassulacean Acid Metabolism
(CAM), like Echeveria laui, have this feature. Crassulaceae family members are characterized by
their large amount of leaf wax, which help them to survive under extreme temperature-, water
deficit and high light intensities conditions.

To determine the plant wax role on the photosynthesis, chlorophyll a fluorescence, stomatal
dynamic and organic acid accumulation was evaluated in E. laui. Chlorophyll a fluorescence was
evaluated in a crasulacean population grown under field conditions during 12 months only. The
rest of variables were analyzed in plants growing under three different environments. Likewise,
pigments profile and content of plant-epicuticular wax was analyzed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS), respectively.
Additionally generation of wax in E laui plants was recorded every month. .

Our results showed that wax occurred only on new leaves and was not regenerated after this was
removed. Wax was composed mainly by triterpenes and 12-Oleanen-3-yl acetate was identify as
the most abundant component (64.98%).

Wax on the leaves of E. laui did not influence the organic acids accumulation and stomatal
dynamics. However, it allows an optimal electronic transport under high light irradiation- and
high temperatures conditions. When plant wax was removed, electronic transport was blocked at
Qa". In conclusion, wax of E. laui leaves is one of the strategies that allows to protect its

photosynthetic apparatus.



INTRODUCCION.

La energia solar es absorbida mediante la fotosintesis gracias a los pigmentos fotosintéticos que,
en el caso de las plantas, son las clorofilas @, b y los carotenoides. Estos pigmentos estan
asociados a proteinas constituyendo unidades funcionales denominados fotosistemas (fotosistema
I y II). En cada fotosistema podemos encontrar un centro de reacciéon y un complejo antena.
Mientras que las antenas absorben y transfieren la energia de excitacion procedente de la luz (hay
transferencia de energia pero no de electrones), en el centro de reaccion se transfieren electrones,
dando lugar a la transformacion de la energia luminosa en energia quimica (Clayton, 1965).

La luz puede producir danos en el aparato fotosintético, a pesar de ser la fuerza motriz de la
fotosintesis, la cual resulta imprescindible para el crecimiento autdtrofo de los organismos
fotosintéticos (Anderson y Aro, 2001). La cantidad y calidad de luz pueden producir
desequilibrios en la energia de excitacion de los dos fotosistemas, disminuyendo la eficiencia de
la fotosintesis, asi como los cambios en la temperatura o disponibilidad de CO; alteran el estado
redox de los componentes de la cadena de transporte electronico fotosintético (Alfonso et al.,
2000).

Existen mecanismos bioquimicos para concentrar el CO> en las plantas (Taiz y Zeiger, 2002)
entre ellos el Metabolismo Acido de las Crasulaceas (MAC), el cual se caracteriza por fijar CO»
atmosférico en la noche y por mantener los estomas cerrados durante el dia (Gibson y Nobel,
1986; Vazquez-Yanes, 1997; Pimienta-Barrios et al. 1998; Dodd et al. 2002). El acido malico
sintetizado se acumula en la vacuola de donde sale al dia siguiente para ser descarboxilado, el
CO» obtenido de esta reaccion se utiliza en la sintesis de carbohidratos con la energia obtenida de
la fase luminosa de la fotosintesis (Medina, 1977).

Los individuos con el metabolismo MAC pueden crecer en sitios donde la disponibilidad de agua
o CO; es escasa (Andrade et al. 2007; Taiz y Zeiger, 2002; Larcher, 2003), ya que poseen
caracteristicas fisioldgicas y morfologicas que les permiten sobrevivir y crecer en condiciones de
déficit hidrico (Silva et al. 2001). Estas plantas se caracterizan por tener un clorénquima
empaquetado con gran cantidad de vacuolas donde se acumula el 4cido malico, presentan una
fraccion de aire intercelular del 8% por volumen y el tejido dominante frecuentemente es
parénquima almacenador de agua (Nobel y Hartsock, 1990), carecen de peridermis por un

periodo largo; presentan un gran desarrollo de la cuticula para maximizar la resistencia a perder
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agua (Gibson, 1982), y su superficie se caracteriza por la disposicion de grandes cantidades de
cera (Silva et al,. 2001) que contribuyen a aumentar los valores de resistencia estomatica y
cuticular a la pérdida de agua (entre 600 y 1000 seg cm™) de acuerdo a Ting y Szarek (1975).

Las ceras cuticulares de la hoja cubren esencialmente la superficie aérea de la planta y forman
una barrera protectora entre la planta y su ambiente (Jenks y Ashworth, 1999), las plantas que
experimentan de manera natural altos niveles de UV-B desarrollan hojas glaucas o pubescentes,
lo que sugiere que dichas estructuras pueden ser ventajosas en esos ambientes (Karabourniotis et
al., 1993; Barnes et al., 1994). Muchas plantas muestran una marcada resistencia a la desecacion
durante la sequia, esto es parcialmente atribuible a la reduccion en la pérdida de agua por
transpiracion cuticular a través de la cera que cubre las hojas (Leyton, 1963). La capacidad
protectora de las ceras cuticulares estd basada en su capacidad para moderar las longitudes de
onda de luz que penetran en los tejidos (Robberecht et al., 1980; Vogelmann, 1993), ya que las
ceras pueden atenuar significativamente de manera directa la luz UV (Barnes y Cardoso-Vilhena,
1996) especificamente la radiacion UV-B, protegiendo las partes mas sensibles de las hojas como
las células guarda o la cavidad subestomatica (Day et al., 1992).

El contenido de cera cuticular es un factor importante en el combate al estrés a través de la
reduccion de la pérdida cuticular de agua, cuando el estoma esta cerrado (Hall y Jonex, 1961;
Brown, 1995), con lo que se incrementa la conservacion de agua durante los periodos de estrés
hidrico (Brown, 1995).

La cera que cubre las hojas de las plantas confiere ciertas ventajas en ambientes adversos, por lo
que es de particular interés conocer el papel que juega en las plantas que crecen en climas
semiaridos, como Echeveria laui, una crasulacea que posee el metabolismo MAC y una cubierta

abundante de cera sobre la superficie de sus hojas.
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OBJETIVOS.

General
e Determinar el papel de la cera en la fotosintesis, acumulaciéon de acidos organicos y
dinamica estomatica en individuos adultos de Echeveria laui.
Particulares.
e Determinar el papel de la cera en la fotosintesis de individuos adultos de Echeveria laui,
en una poblacién ubicada en su sitio de origen, Quiotepec, Oaxaca.
e Determinar el papel de la cera en la fotosintesis, acumulaciéon de acidos orgénicos y
dinamica estomatica de individuos adultos de Echeveria laui crecidos en un vivero, bajo

condiciones ambientales semejantes al de su sitio de origen y en un invernadero en el

Estado de México.
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ANTECEDENTES.

Los estudios de ceras cuticulares en las angiospermas generalmente se han enfocado a sus
atributos fisiologicos, ecoldgicos o a su composicion quimica (Denton, 1994). Las plantas que
experimentan altos niveles de UV-B desarrollan hojas glaucas o pubescentes (Karabourniotis et
al., 1993; Barnes et al., 1994), al igual que las especies nativas expuestas a ambientes aridos,
muestran varios mecanismos para reducir la absorcion de la radiacién incluyendo cubiertas
epidérmicas reflectoras tales como secreciones salinas, pubescencia y ceras (Gates et al.,1965;

Mooney et al., 1977; Ehleringer, 1981; Robinson et al., 1993).

Estas ceras cuticulares juegan un papel importante en la resistencia de la planta al estrés tanto
bidtico, como los ocasionados por hongos patdogenos, insectos fitofagos (Jenks y Ashworth,
1999), como abidtico, en la reduccion en el depdsito de polvo, polen, contaminantes ambientales,
proteccion contra la radiacion ultravioleta (Kunst y Samuels, 2003) y la sequia (Jenks et al.,

1999; Goodwin et al., 2005).

La habilidad para alterar la cera cuticular provee a las plantas de un mecanismo mediante el cual
pueden limitar la transpiracion, ayudando a la retencion de agua, asi como reducir la carga de
radiacion en la superficie de la hoja y mantener un crecimiento vigoroso en ambientes limitados
de agua (Robberecht et al., 1980; Sanchez et al., 2001; Jordan et al., 1984; Goodwin et al., 2005;
Jefferson et al., 1989; Premchandra et al., 1992; O’toole et al., 1979; Caldwell et al., 1983;
Ehleringer, 1984).

En pino, se observo que la antecdmara estomatica esta cubierta por cera, lo que tiene una funcion
antitranspirante, lo que redujo la pérdida de agua pero tuvo un efecto negativo sobre la
fotosintesis (Jeffree et al., 1971). En plantas como el ajonjoli, trigo, tomillo, algodon, rosa,
chicharo, mani y tabaco, la sequia ocasiona un incremento en la cera (Kim et al., 2007; Johnson
et al. 1983, Uddin y Marshall, 1988; Letchamo y Gosselin, 1996; Bondada et al. 1996; Jenks et
al., 2001; Sanchez et al., 2001; Samdur et al., 2003; Cameron et al., 2006).
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El incremento en las cantidades de cera cuticular esta asociado con la tolerancia a sequia en
avena (Bengston et al., 1978), arroz (O’Toole et al., 1979; O’Toole y Cruz, 1983), sorgo (Jordan
et al., 1983) y alfalfa transgénica (Zhang et al., 2005). Sin embargo, el mecanismo exacto de la
induccion de la cera como respuesta a la falta de agua, la reduccion de la transpiracién y como
altera la tolerancia a la sequia, permanece desconocido (Jordan et al.,1984; Premachandra et al.,
1992; Cameron et al.,2006). Existen estudios donde la cera de la uva previene la pérdida de agua
(Chambers et al., 1963), evita la herbivoria en col (Eigenbrode et al., 1998) y si la cera disminuye

en sorgo, aumenta la transpiracion cuticular (Jordan et al., 1984).

Los miembros de la familia Crassulaceae tienen una capa de cera cuticular bien desarrollada
(Stevens et al., 1994). La cera de hojas de especies suculentas han sido caracterizadas en cuanto a
la composicidn isotdpica de carbono e hidrogeno (Feakins y Sessions, 2010), se han analizado 12
taxa de Sedum (Denton, 1994), determinado los alcanos de la cera de Sedum lanceolatum
(Bowman, 1983) y recientemente van Maarseveen y colaboradores (2009), monitorearon en
Kalanchoe daigremontiana la acumulacion de cera cuticular durante el desarrollo de las hojas y

se dividio entre cera cuticular e intracuticular.

En Kalanchoe blosfeldiana, K. pumila y K. tomentosa se evalud la contribucion relativa de las
ceras cuticulares a la reflectancia de la radiacion y la utilidad de la radiacion fotosintética,
encontrando que la reflectancia disminuye al retirar la cera (Holmes y Keiller, 2002). Durante la
ontogenia de la hoja de Cotyledon orbiculata se analizaron los cambios en la capacidad
fotosintética, la eficiencia del fotosistema II (FSII), el rango de disipacion de energia, contenido
de clorofila, carotenoides, antocianinas, y acumulacion de cera bajo diferentes intensidades
luminicas (Barker et al., 1997). De acuerdo a Holmes y Keiller (2002), la proteccion UV no es la
funcion fundamental de la cera de las hojas, se conoce muy poco sobre la absorbancia relativa de
las ceras comparada con los pigmentos pantalla en orden de establecer una importancia relativa

de las ceras.

La especie que concierne a este trabajo es Echeveria laui, una planta con metabolismo MAC
(Reyero, 2009), esta cubierta de cera abundante (Gonzalez, 2007), su forma de crecimiento es

arrosetada con hojas suculentas y raices poco desarrolladas (Walther, 1972). E. laui es endémica
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de la region de Cuicatlan donde el clima es semiarido (Reyes et al., 2004), su poblacion tipo es
reducida (cerca de 300 individuos) (Pérez, 2007), y en el afio 2007 se conocian so6lo 3
poblaciones (Reyes, comunicacion personal en Pifia-Poujol et al. 2007). Los trabajos
relacionados con esta especie se inclinan principalmente a su propagacion por semilla, esqueje e
in vitro, reproduciéndola con éxito (Pifa, 2003; Verastegui, 2009, Wojciechowicz et al., 2001).
Durante la formacion de brotes en esqueje de hoja, fueron analizados los patrones electroforéticos
de proteinas identificdndose 4 bandas asociadas con eventos morfogénicos (Sanchez, 2010). El
tamafio inicial de las plantulas y el micrositio fue evaluado en ensayos de reintroduccion
determinando que el nodrizaje ayuda a la sobrevivencia (Pina-Poujol et al., 2007). En plantas
adultas, brotes (a partir de esqueje) y plantulas (a partir de semilla) fue analizada la dinamica
2

estomatica concluyendo que es una especie MAC facultativa y la cera fue cuantificada por cm” en

plantas adultas encontrando 1.97 mg/cm? (Reyero, 2009).
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METODOLOGIA.

Este trabajo se realizd en una poblacion silvestre de Echeveria laui en la localidad de Santiago
Quiotepec (N= 17° 54' 32.4", W= 96° 58' 16.5", altura 1667 msnm) y con plantas donadas por el
vivero “La Iberia” perteneciente a la Fundacion para la Reserva de la Biosfera, Cuicatlan, A. C.,
localizado en la Iberia s/n, San Juan Bautista, Cuicatlan, Oaxaca (N= 17° 47' 54.2", W= 96° 58'
62.1"), con registro UMA: MX/VIV-CO-218-OAX/05. Este trabajo se realiz6 con el fin de
explicar si la cera que cubre a esta crasulacea influye sobre el transporte electronico durante la
fase luminosa de la fotosintesis, el metabolismo fotosintético MAC y el patron de apertura
estomatica.

El trabajo de campo y experimental se realizd mensualmente durante el periodo de Mayo (2010)-

Abril (2011).

Santiago Quiotepec.

Con el objetivo de registrar el comportamiento de la fotosintesis de E. laui en su sitio de origen,
se acudio a la poblacion de Santiago Quiotepec, donde se eligio al azar 6 ejemplares de E. laui
separados por una distancia de aproximadamente tres metros y a 3 de ellos se les retiro la cera
mecanicamente con un pincel. A los seis individuos seleccionados se les cuantifico la fotosintesis
mediante la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a en los horarios de las 12:00,
16:00 y 18:00 horas, una vez al mes durante 12 meses. Al mismo tiempo se registr6 la irradiacion
luminica (cuantometro marca Hansatech modelo Quantum sensor/measuring unit), temperatura y

humedad relativa (EXTECH ® INSTRUMENTS RHT10 Humidity/Temperature Datalogger).

Vivero “La Iberia”.

Con el objetivo de determinar el papel de la cera en E. laui bajo condiciones ambientales
similares a las de su sitio de origen, se seleccionaron plantas adultas del vivero “La Iberia”, cuyo
didmetro estuviera entre los 10-15 cm y posteriormente se agruparon en tres condiciones
ambientales.

La primer condicion ambiental se le nombro Vivero Intensidad Baja (VIB) y se ubico dentro del

vivero con malla de sombra (drea destinada a la reproduccion de la crasulacea. La segunda
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condicién ambiental se llamo Vivero Intensidad Alta (VIA) y se colocod en el mismo vivero
donde no habia malla de sombra, por lo tanto la irradiacién luminosa fue mayor. Entre VIB y
VIA la irradiacién luminosa fue diferente, pero la temperatura y humedad relativa fueron
semejantes. Con el fin de modificar la temperatura y humedad relativa pero manteniendo
elevadas irradiaciones luminicas, la tercer condicion ambiental fue la de Invernadero (INV). En la
condicién INV se trasladd un lote de 18 plantas al Estado de México, a un invernadero en la
Unidad de Morfologia y Funcion de la UNAM Fes-Iztacala.

En cada condicion ambiental (VIB, VIA, INV) se colocaron dos tratamientos (9 plantas por
tratamiento), las plantas control (con cera) y las plantas experimentales a las que se les retir6 la
cera mecanicamente con un pincel (sin cera). La temperatura y humedad relativa se midi6 con el
equipo referido anteriormente.

En cada condicion se cuantifico la fotosintesis de la cinética de la emision de la fluorescencia de
la clorofila a, el metabolismo MAC mediante la acumulacion de acidos orgéanicos y la dinamica
estomatica. Adicionalmente se registrd la temperatura de la planta, se cuantificé la cantidad de
clorofila, se compararon los perfiles de pigmentos, se analiz6 la cera y se evalud la generacion de

la misma en las hojas de la crasulacea.

Cuantificaciéon de la fotosintesis mediante la cinética de emisidn de fluorescencia de la clorofila a.

La cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII se registré con un analizador de
eficiencia para plantas (POCKET PEA, marca Hansatech). Las determinaciones fueron realizadas
en una hoja de la parte basal de la roseta y en 4 horarios (08:00, 12:00, 16:00 y 20:00).

La emision de la fluorescencia de la clorofila a se realizé colocando en las hojas de la parte basal
las pinzas suministradas con el equipo y se colocd la hoja en oscuridad por un periodo de 10
minutos. Posteriormente se aplicé un destello luminoso con una densidad de flujo fotdnico de
3000 umol m™s™! durante 10 segundos.

Los valores de la fluorescencia se obtuvieron por triplicado y se promediaron con el programa
Handy PEA Software version 1.30 14/05/02 de Hansatech Instruments Ltc., se transfirieron para
su andlisis al programa Biolyzer © 1999-2001 de Ronald M. Rodriguez, Biolyzer 4HP

version.4.0.30.03.02 y se obtuvieron los parametros del analisis OJIP (cuadro 1, Gonzalez et al.,
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2008). El analisis OJIP se realiz6 acorde a la teoria de flujo de energia en biomembranas, el cual
cuantifica el rendimiento del FSII en condiciones normales y ante algun tipo de estrés (Strasser,
1985). Al finalizar el experimento se compararon los comportamientos de cada condicion

ambiental por mes y se agruparon los que fueron similares para el andlisis y la discusion.

Cuadro 1. Significado de los parametros que fueron obtenidos en el analisis OJIP.

PARAMETRO | SIGNIFICADO
Fo Fluorescencia minima, denota la cantidad de energia atrapada por los pigmentos antena cuando los centros de
reaccidn permanecen abiertos.
Fm Fluorescencia maxima, indica la cantidad de centros de reaccion cerrados por la actividad fotoquimica.
ABS/CSo Flujo absorbido (flujo de fotones absorbidos por pigmentos antena).
TRo/CSo Flujo atrapado (flujo de energia transferida al centro de reaccion que serd convertida en energia redox
reduciendo Qa a Qa.
ETo/CSo Flujo de transporte electronico (al oxidarse QA" se inicia el transporte de electrones que conduce a la fijacion de
COy).
DI/CSo flujo de disipacion de energia no atrapada como calor o transferencia a otros
sistemas no fluorescentes.
@Po Eficiencia cuantica maxima de la reaccion fotoquimica primaria.
Wo Eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electron mas alla de Qa™ en la cadena transportadora
de electrones.
(PEo Probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electrén en la cadena transportadora de electrones.
PlI(abs) Indice de rendimiento. Combina el niimero de centros de reaccién de apertura
muy lenta o centros de reacciéon que no unen a Qs
N Numero de veces que Qa se reduce desde el tiempo 0 al tiempo en que se alcanza la Fmax.

La curva OJIP hace referencia a la cadena de eventos que se dan en la cadena de transporte de
electrones (esquema Z de la fotosintesis). El cual consiste en el acarreo de electrones desde el
centro de reaccion P680 del fotosistema II, posteriormente el electron pasa al siguiente
transportador la feofitina (Feo) que es como una clorofila pero sin magnesio en el anillo
tetrapirrol. El siguiente aceptor es una plastoquinona fija (Qa) y el tltimo aceptor es otra quinona
movil (Qg); cuando esta se reduce, se intercambia por la otra del conjunto (pool) de
plastoquinonas (PQ) libres que nadan en la membrana tilacoidal. El electron contintia por la
cadena transportadora a través del citbef, (complejo intermedio entre los dos fotosistemas) para
continuar su camino hasta la plastocianina (PC). Después ocurre otra separacion de cargas en el
centro de reaccion P700 del fotosistema I quedando este ultimo oxidado, por lo tanto oxida a la
plastocianina (cede un electron a P700), la ferredoxina se reduce tomando el electrén y este llega

a su ultimo aceptor el NADP" (Azcon-Bieto y Talon, 2008) (fig. 1 A)
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En el andlisis de la fluorescencia, cuando una muestra preacondicionada a la oscuridad es
iluminada, la fluorescencia de la clorofila a se incrementa rapidamente. Este incremento es un
reflejo de la reduccion “cierre” de los centros de reaccion del fotosistema II y provee de la
actividad fotoquimica del fotosistema II y la reduccion “llenado” de la poza de quinona. La
fluorescencia de la clorofila presenta cuatro inflexiones nombradas OJIP, como se muestra en la
figura 1 B (Gonzalez et al., 2008):
(1) O, es el valor minimo de la fluorescencia (Fo), en ese momento todos los centros de
reaccion estan oxidados “abiertos.
(2) J, esté relacionada con la reduccion parcial de Qa
(3) L, esta relacionada con la reduccion parcial de Qa y Qs.
(4) P, es el valor maximo de la fluorescencia (Fm), en este momento todos los centros de
reaccion estan “cerrados”. Es el punto de fluorescencia maxima debido a que el flujo de

electrones desde PQ a través del complejo b/f es el paso mas lento de la cadena.
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Figura 1. (A) Representacion esquematica de los complejos proteinicos y cofactores involucrados en la cadena de transporte de
electrones y transporte de protones en la fotosintesis de plantas superiores (Govindjee et al., 2010). (B). Relacion entre los eventos
del transporte electronico y la emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII. Tyr-Tirosina, LHCII-complejo antena del FSII,
P680-centro de reaccion del FSII, Pheo-Feofitina, Qa, Qs—quinona a y b, PQ-plastoquinona, O, J, I y P-puntos de inflexion en
escala logaritmica de tiempo de la emision de fluorescencia. Las flechas indician la relacion entre el evento fotoquimico y los

puntos de inflexion (Segura, U. J., 2010).
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Acumulacién de acidos organicos.

La acumulacion de acidos organicos se determind en hojas de la parte basal de la roseta y en 6
horarios (00:00, 04:00, 08:00, 12:00, 16:00, 20:00).

Un gramo de tejido (tomado de la parte basal de la planta) se macerd con 4 ml de agua destilada
(previamente hervida), se colocd en bano maria por 10 minutos y se aforé a 50 ml con agua
destilada hervida. La muestra enfriada se titulé a pH 8.3 con NaOH 0.0IN y el contenido de
acidez se expreso en peq de acido/g de tejido fresco (Sheng-Shu y Clanton, 1983).

La prueba tuvo tres repeticiones por horario y los resultados se analizaron mediante un analisis de

varianza de dos factores con varias muestras por grupo y un o= 0.05.

Dindmica estomatica.

La dinamica estomatica se determind en las hojas y horarios referidos en la prueba de
acumulacion de acidos organicos.

La hoja se coloco en solucidn fijadora F. A. A. (Formaldehido 37% 100 ml, Alcohol etilico 96%
500 ml, Acido acético glacial 50 ml, Buffer de fosfatos 350 ml), (Tejero et al. 1998, Dhir et al.,
2001; Rahman y Wajid, 1998). Posteriormente se retir6 la epidermis (abaxial y adaxial), se tifid
con una solucion de cristal violeta alcoholica y se montd en gelatina glicerinada fenificada
(Tejero et al. 1998). Con base a la densidad estomatica de E. laui (4.16 estomas por mm? en el
haz y 1.70 estomas por mm? en el envés) (Reyero, 2009), se contaron 16 estomas en el haz y 7 en
el envés para cubrir un 4area de 3.6045 mm? aproximadamente. El conteo de estomas se realizd
con un microscopio Nikon YS2-T.

La prueba tuvo tres repeticiones por tratamiento/horario y los resultados fueron analizados

mediante un andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y un o= 0.05.

Temperatura de la hoja.

La temperatura de la hoja se midi6 en las hojas y horarios referidos en la prueba de acumulacion

de acidos organicos. Utilizando un termémetro infrarrojo marca RADIOSHACK.
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Cuantificacion de Clorofilas.

La cuantificacion de clorofilas se realizd en la parte basal de la roseta y en 4 horarios (08:00,
12:00, 16:00 y 20:00).

Un gramo de tejido se macerd con acetona fria al 80%, el macerado se centrifugd a 2700 rpm y el
sobrenadante se leyo a una absorbancia de 645 nm y 663 nm (en todo momento los tubos se
mantuvieron protegidos de la luz). La cantidad de clorofila (gr/l) se obtuvo mediante los calculos

de Arnon (1949):

Cla=(0.0127) (abs 663) — (0.00269) (abs 645)
Cl b = (0.0229) (abs 645) — (0.00468) (abs 663)

La prueba tuvo tres repeticiones por tratamiento/horario y los resultados fueron analizados

mediante un andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y un o= 0.05.

Perfil de pigmentos.

Transcurridos los 12 meses de experimentacion (Abril 2011) se aprecid una diferencia de
coloracion en las plantas de E. laui, las plantas colocadas en VIA presentaron una coloracion
rojiza en sus hojas por lo que se evalud el perfil de pigmentos de cada condicién ambiental
mediante HPLC.

Trece gramos de hoja (tomadas de la parte basal de la roseta) se maceraron con 30 ml de HEAT
(hexano, etanol, acetona, tolueno, 10:6:7:7). Posteriormente el macerado se colocoé en un matraz
ambar aforado con 2 ml de hidroxido de potasio al 40%, la muestra se puso a 56°C por 20
minutos y se dejo enfriar. Una vez enfriado el matraz se afiadié 30 ml de hexano, se aforé a 100
ml con sulfato de sodio al 10%, se agitd vigorosamente por 1 minuto y se dejo reposar por 20
minutos. Transcurrido este tiempo se tomaron 10 ml de la epifase y se evaporo a sequedad con
aire comprimido. Después se afiadieron 500 pl de hexano y se inyectaron en el HPLC.

Las fases utilizadas fueron acetonitrilo:metanol:tris (0.1M pH 8) (72:8:3) y metanol:hexano
(40:10), las muestras se dejaron correr durante 20 minutos. La marca de columna utilizada fue

Alltech, modelo Allsphere ODS-1, longitud 250 mm x 4.6 mm y tamafio de particula de 5 pum.
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Andlisis de cera.

Para determinar la composicion quimica de la cera de E. laui se colectd esta mecanicamente con
un pincel y se colocd en un tubo de 1.5 ml para su posterior GC-MS. La cera (5 mg) se solubilizo
en 500 pl de cloroformo, se tomaron 5 ul e inyectaron dejandose correr por 45 minutos.

El cromatografo de gases utilizado fue de marca Agilent Technologies modelo 6850, con una
columna HP-5MS utilizando una columna capilar de 30 metros de largo X 250 um de didmetro y
0.25 um de pelicula/polimero. El espectrometro de masas fue de marca Agilent Technologies el
modelo 5975C VLMSD, las condiciones de corrida fueron: temperatura inicial del horno
50°C/min durante 2 minutos, rampa de calentamiento de 40°C/min hasta 200°C (2 minutos). La
segunda rampa de calentamiento fue 30°C/min hasta 320°C (30 minutos). La temperatura del
inyector fue de 250°C, modo de inyeccion split con una presion inicial de 0.73 psi y una rampa
de 0.58 psi/min. La segunda rampa fue de 0.09 psi/min hasta 5.8 psi (37 minutos). El gas
acarreador fue helio de 99.995% a una velocidad de 25 cm/seg. La temperatura del cuadrupolo

fue de 150°C, la fuente de ionizacion de 230°C con un rango de masas a m/z 35 a 800.

Generacién de cera.

En pocas especies de crasulaceas se ha reportado que al retirarse la cera de las hojas, esta es re-
sintetizada por la planta, sin embargo no existe informacion de como se genera la cera en la
especie en estudio y tampoco se sabe si la planta es capaz de re-sintetizarla si se le es removida o
cuanto tiempo lleva este proceso. Por lo que en cada condicion ambiental se colocaron plantas de
E. laui con cera (control) y sin cera (experimental). A estas plantas nunca se les hizo ninguna de
las determinaciones antes descritas, solamente se enumerd las hojas, empezando en la parte apical
en espiral hacia la parte basal con un marcador indeleble. Esto con la finalidad de identificar
como fue la generacion de cera en la planta. El experimento se realiz6 por triplicado y duré 4

meses.
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RESULTADOS.
Las plantas a las cuales se les cuantifico la fotosintesis mediante la cinética de emision de

fluorescencia de la clorofila a, en Santiago Quiotepec presentaron los siguientes resultados:

Santiago Quiotepec.

En el sitio de origen de Echeveria laui se trabajo durante los meses de Mayo, Junio, Julio, Agosto
y Octubre del 2010 debido a que las lluvias obstaculizaron la llegada al mismo. Durante estos
meses se recopilaron los parametros ambientales de temperatura y humedad relativa (en el dia de
la medicion), siendo el mes de Mayo el que presentd las temperaturas mas elevadas y una menor
humedad relativa ambiental (fig. 2 y 3).

Las temperaturas del lugar de origen de E. laui, se graficaron con base a tres horas.

Figura 2. Temperatura Quiotepec. Afio 2010.
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Figura 3. Humedad Relativa Quiotepec. Afio 2010.

A medida que transcurrieron los meses, la temporada de calor termind y comenz6 la temporada
de lluvias. Esto promovi6 un descenso en la temperatura y un aumento en la humedad relativa.

Las mediciones de la cinética de la emision de la fluorescencia de la clorofila a se realizaron en
Santiago Quiotepec solo los meses de Mayo, Junio, Julio, Agosto y Octubre de 2010, debido a
que las lluvias obstaculizaron la llegada a este sitio. Cuando se tuvo acceso en el mes de
Noviembre, varios individuos que formaban parte de los muestreos y diversos ejemplares que

formaron parte de una campafia de reforestacion en el mes de Julio (fig. 4).

Figura 4. Individuos de Echeveria laui muertos en Quiotepec. Noviembre de 2010.
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La curva OJIP obtenida para el mes de Mayo, en ambos tratamientos no presentd con claridad las
fases J, I y P, solo se obtuvieron los parametros para 18:00 hrs debido a que con el equipo

referido no se obtuvieron registros a otra hora (fig. 5).

Figura 5. Analisis OJIP. Cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en hojas de Echeveria laui.

Curva azul planta con cera a las 18 hrs, curva verde planta sin cera a las 18 hrs. Mes: Mayo 2010. Sitio: Quiotepec.

En el modelo de flujo de hoja (fig. 6), en las plantas sin cera hubo mayor flujo absorbido por los
complejos antena (ABS/CSo), pero este se disipd como calor (DI/CSo). No hubo flujo atrapado
(TRo/CSo) ni transportado (ETo/CSo) y hubo una gran cantidad de centros de reaccion apagados.
En las plantas con cera los valores de ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo y DI/CSo fueron bajos y los

centros de reaccion estuvieron encendidos.
18:00 hrs.

Con cera Sin cera

mayo quotapec-13
<

con cera

Figura 6. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Mes: Mayo 2010. Sitio: Quiotepec.
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En los gréaficos radiales (fig. 7) de los pardmetros de la teoria de flujo de energia en
biomembranas, en las plantas sin cera se aprecid que toda la energia fue proyectada como
fluorescencia (Fo, Fm) o disipada como calor (DI/CSo). Los valores de la fotoquimica primaria
(pro), la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electron mas alla de Qa™ en la
cadena transportadora de electrones (y,), la probabilidad de que un foton absorbido mueva un
electron en la cadena transportadora de electrones (¢go) y el indice de funcionamiento (PLaps)

fueron practicamente cero.

18:00 hrs.

Fo

PHI[Eo)

Fale ABSICS0

EToiCSo

Figura 7. Gréaficas radiales muestran todos los pardmetros calculados. Las plantas con cera se graficaron al centro en color azul,
mientras que las plantas sin cera se graficaron en color verde. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo,

DI/CSo, @ro (PHIP0), wo (PSIo), @eo (PHIE0), Plabs, N. Mes: Mayo 2010. Sitio: Quiotepec.

En el mes de Mayo se registraron condiciones desfavorables para la planta, tales como
temperaturas por encima de los 60°C (fig. 2), humedad relativa inferior al 10% (fig. 3). Las

-2S-1

intensidades de luz fueron de 45.3 pmol m™s™! para la planta con cera y 180 pmol m para la

planta sin cera. Ambas se encontraban bajo nodriza, lo cual amortigud la intensidad luminosa.
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En Julio, el andlisis OJIP (fig. 8) mostro en las planta sin cera las fases J, [ y P, en las plantas con
cera no se distinguieron estas fases. Los parametros se obtuvieron solo de las 12:00 hrs ya que el

POCKET PEA no pudo registrar la medicion en otra hora.

Figura 8. Analisis OJIP. Cinéticas de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en hojas de Echeveria

laui, curva azul planta con cera a las 12 hrs, curva verde planta sin cera a las 18 hrs. Mes: Julio 2010. Sitio: Quiotepec.

En el modelo de flujo de hoja (fig. 9) la planta con cera tuvo varios centros de reaccion apagados,
los valores de ABS/CSo, TRo/CSo y ETo/CSo fueron menores y la energia no se perdié como
calor (DI/CSo). En la planta sin cera los centros de reaccion estuvieron encendidos, hubo mayor

ABS/CSo, TRo/CSo y ETo/CSo y hubo pérdida de energia en forma de calor (DI/CSo).
12:00 hrs.

Con cera Sin cera

IMSele: 128

Figura 9. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Mes: Julio 2010. Sitio: Quiotepec.
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Los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas mostraron en las plantas sin
cera que los valores de la fotoquimica primaria (¢p,), la eficiencia con la que un exciton atrapado
puede mover un electron mas alld de Qa™ en la cadena transportadora de electrones (y,), la
probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electron en la cadena transportadora de
electrones (@ro) fueron menores en comparacion con las plantas con cera y el indice de

funcionamiento (Plaps) fue cercano a cero (fig. 10).

12:00 hrs.

ETo/CSo

Figura 10. Gréficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera se graficaron al centro en color azul,
mientras que las plantas sin cera se graficaron en color verde.Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo,

DI/CSo, @po (PHIP0), wo (PSIo), @eo (PHIE0), Plabs, N. Mes: Julio 2010. Sitio: Quiotepec.

En Julio empezaron a cambiar las condiciones ambientales, las temperaturas comenzaron a
descender (fig. 2), se increment6 la humedad relativa (fig. 3), permitiendo a la planta realizar el
acarreo de electrones en la cadena transportadora. Los valores de irradiacion luminosa para la

planta con cera y sin cera fueron 80 pmol m2s! y 65.2 umol m?s! respectivamente.
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Por ultimo, en el mes de Agosto (fig. 11), en las plantas sin cera hubo estimulacion en las fases J
(reduccion parcial de Qa) y en la fase I (reduccidn parcial de Qa™ y Qg). Entre ambas plantas la
fase P (reduccion de la plastoquinona) tuvo valores similares. Solo se obtuvieron los parametros

de las 15:00 hrs ya que solo en este horario el POCKET PEA pudo registrar la medicion.

Figura 11. Analisis OJIP. Cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en hojas de Echeveria

laui. Curva azul planta con cera a las 15 hrs, curva verde planta sin cera a las 16 hrs. Mes: Agosto 2010. Sitio: Quiotepec.

En el modelo de flujo de hoja (fig. 12), en las plantas con cera hubo mayores valores de
ABS/CSo, TRo/CSo, y ETo/CSo y todos los centros de reaccién estuvieron encendidos. Sin
embargo, en ambos tratamientos se mejoro el transporte pero en las plantas sin cera hubo centros

de reaccién apagados.
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Figura 12. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Mes: Agosto 2010. Sitio: Quiotepec.

En los graficos radiales (fig. 13) de los parametros de la teoria de flujo de energia en
biomembranas, en las plantas sin cera fueron mayores los valores de la fotoquimica primaria
(pro), la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electron mas alla de Qa™ en la
cadena transportadora de electrones (y,), la probabilidad de que un foton absorbido mueva un

electrén en la cadena transportadora de electrones (Qgo) y el indice de funcionamiento (Plaps).

15:00 hrs.

1,50,
1,40)
Plfalys) 1,30 o

PHI(Eo)

ABSICSo

ETo/CSo

Figura 13. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera se graficaron al centro en color azul,
(15:00 hrs.) mientras que las plantas sin cera se graficaron en color verde (16:00hrs.). Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo,

TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @ro (PHIP0), wo (PSlo), oo (PHIE0), Plabs, N. Mes: Agosto 2010. Sitio: Quiotepec.

En el mes de Agosto hubo elevada humedad relativa y descenso de la temperatura. Los valores
para irradiacion luminosa fueron de 16 umol m™s™! para la planta con cera y 34 pmol ms™! para

la planta sin cera.
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Resumiendo los comportamientos observados en el analisis OJIP mediante la fluorescencia de la
clorofila @, en las plantas sin cera se obtuvo un buen acarreo de electrones en la cadena
transportadora, en los meses de temperatura baja y humedad relativa alta (cuadro 2). En el mes de

Agosto, se aprecid este comportamiento, el cual favorece un buen indice de rendimiento (Plaps).

Cuadro 2. Resumen de los analisis OJIP para el sitio Quiotepec. SC= Plantas Sin Cera. CC= Plantas Con Cera. La zona

sombreada indica que los pardmetros @po, Yo, o Y PI(abs) fueron mejores en las plantas SC. Afio 2010.

MES TEMPERATURA | HUMEDAD LUZ FASE J | FASEI | FASEP Pro Yo PEo Plans)
Mayo Elevada Baja Ba“]a. por No se presentan las fases en SC y CC SC=0 SC=0 SC=0 SC=0
nodrizaje
Julio En descenso En Baja. por Fases presentes en SC SC=CC SC=CC SC=CC SC=0
aumento nodrizaje
. : . Equivalente
Agosto Baja Blevada | Ddaper | Bstimulada | Bstimulada | " oo o' gesce | scsce | sescc | scsce
nodrizaje sC sSC cC

32




Los resultados obtenidos en las plantas de vivero se describieron conforme a la condicion

ambiental y la prueba realizada. Obteniéndose lo siguiente:

Vivero Intensidad Baja (VIB).

Durante un afo se midi6 mensualmente la temperatura, humedad relativa e irradiacién luminica
(fig. 14). Dichos valores se promediaron (Mayo 2010-Abril 2011) para observar su
comportamiento a lo largo de un afio, de modo que podemos observar los meses con condiciones

de elevada temperatura y baja humedad relativa y viceversa.

Figura 14. Temperatura, Humedad Relativa e Irradiacion luminica en el Vivero Intensidad Baja (VIB).

Periodo Mayo 2010-Abril 2011.

Cuantificaciéon de la fotosintesis mediante la cinética de emisién de fluorescencia de la clorofila a.

A continuacidon se presentan los resultados de la cinética de emision de fluorescencia de la
clorofila @, en base al analisis OJIP. Este andlisis se hizo basandose principalmente en dos
horarios, mafana (08:00 hrs) y tarde (20:00 hrs) ya que el POCKET PEA pudo registrar siempre
las lecturas en esos horarios. Una vez analizados los datos, se agruparon los meses que

presentaron comportamientos similares.
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Mayo y Junio
present6 en las plantas sin cera, una inhibicion en la cadena de transporte de electrones en la fase
J (reduccion parcial de Qa), fase I (reduccion parcial de Qa y Qg) y fase P (reduccion de

plastoquinona) (fig. 15).

Figura 15. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas azules corresponden a horarios matutinos y rosas a horarios vespertinos. Plantas con cera
representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros. Meses: Mayo y Junio (2010).

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Al obtener los modelos de flujo de hoja (fig. 16) para los mismos meses, se observo una gran
cantidad de centros de reaccion apagados o reducidos que se abrieron conforme pas6 el dia. En
plantas con cera el flujo absorbido (ABS/CSo), flujo atrapado (TRo/CSo), y el flujo de transporte
electronico (ETo/CSo) fue mayor que en las plantas sin cera. Los centros de reaccion estuvieron
cerrados en la mafiana, pero en las plantas con cera se abrieron al pasar el dia. La disipacion de
energia como calor (DI/CSo) fue mayor en la mafiana en las plantas sin cera y en la tarde fue

mayor en las plantas con cera, pero esto no afectd los otros parametros.
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs).
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Figura 16. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
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seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Mayo y Junio (2010).

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas (para los meses referidos) se
representaron en graficos radiales (fig. 17), el cual cuantifica el rendimiento del FSII en
condiciones normales y ante algun tipo de estrés, obteniendo que a pesar de que en la mafiana
existen valores elevados en las plantas sin cera en pardmetros como ABS/CSo, TRo/CSo y
ETo/CSo, la eficiencia cuantica maxima de la reaccion fotoquimica primaria (¢po), la eficiencia
con la que un exciton atrapado puede mover un electron mdas allda de Qa™ en la cadena
transportadora de electrones (o), la probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electron
en la cadena transportadora de electrones (ko) y el indice de funcionamiento (Plabs) fue mejor en
las plantas con cera, tanto en la mafiana como en la tarde. En las plantas sin cera se observo que
el aumento en la fluorescencia minima (Fo), concuerda con las graficas anteriores ya que, al no
utilizarse la energia para la fotoquimica o dispersion de calor, la energia se manifestd como
fluorescencia, sin embargo, en la tarde se ve que Fo disminuyo su valor, al igual que el resto de

los parametros.

35



MANANA (08:00 hrs)

TARDE (20:00 hrs)

Figura 17. Gréficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las

plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo

(PSlo), ro (PHIE0), Plabs, N. Meses: Mayo y Junio (2010). Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Este comportamiento se observd durante los meses en el que se presentd un incremento en la

temperatura (Mayo y Junio), poca humedad relativa en el ambiente y bajas irradiaciones

luminosas (cuadro 3), por lo que la cera ayuda a que un electron llegue mas alla de Qa’, (o).

Cuadro 3. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

MAYO JUNIO
R °C %HR umol m’s’ °C %HR umol m’s’
00:00 26.7 51.2 0 25.4 95 0
04:00 22.3 64.2 0 22 97 0
08:00 21.9 68.5 4.74 22.9 99 4.6
12:00 34.8 36.7 33.04 40.9 19 49.6
16:00 44.6 15.8 28.8 45.2 14 52
20:00 32.1 35.8 0.1 26.6 90 0
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Julio y Agosto
presentd una inhibicion en las plantas sin cera en la fase J, pero las fases I y P se estimularon, lo
que sugiere un bloqueo en el acarreo de Qa™ pero hubo transporte de electrones entre Qg y la

plastoquinona (figura 18).

Figura 18. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Plantas con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros. La

curva negra representa la cinética de plantas con cera a las 16:00 hrs. Meses: Julio y Agosto (2010). Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En los modelos de flujo de hoja (fig. 19), se observo que el flujo de transporte electronico
(ETo/CSo) fue mejor en las plantas sin cera, lo que concordo con el anélisis OJIP, ya que solo se
presentd inhibicioén a nivel de reduccion de Qa, pero continu6 el flujo de energia en los otros
acarreadores. Sin embargo, también fue notable que la cantidad de energia que se disip6 en forma

de calor (DI/CSo) fue mayor en las plantas sin cera.
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Figura 19. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Julio y Agosto (2010).

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En las plantas sin cera los parametros de @po, Wo, @0, fueron ligeramente inferiores a los de las
plantas con cera (fig. 20) y existid0 mayor liberacion de energia como calor. El indice de
funcionamiento (Pla,s) fue menor en las plantas sin cera, existio un aumento en la fluorescencia

inicial (Fo) y en N (niimero de veces que Qa se reduce desde el tiempo 0 al tiempo en que se

alcanza la fluorescencia maxima).

MANANA (08:00 hrs) TARDE(20:00 hrs)

Figura 20. Gréaficas radiales muestran todos los pardametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIPO), yo
(PSlo), @ro (PHIE0), Plabs, N. Meses: Julio y Agosto (2010). Sitio: Vivero Intensidad Baja.
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En los meses de Julio y Agosto se observo una disminucion (comparado con Mayo y Junio) en

temperatura, mientras que la luz y la humedad relativa comenzaron a aumentar (cuadro 4).

Cuadro 4. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

JULIO AGOSTO
R °C %HR pmol m’s” °C YoHR pmol m’s”
00:00 26.2 66.6 0 23.3 95 0
04:00 23.1 80 0 20.9 5 0
08:00 24.6 79.1 7.8 25.2 79 19.4
12:00 35.7 47.4 45.2 34.3 42 52.2
16:00 40.3 32 54.2 36.6 34 49.2
20:00 30.5 47.6 0 27.6 54 0

La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Octubre y

Noviembre, mostré que las plantas sin cera tuvieron una estimulacion en las fases J, [ y P en la

mafiana. Conforme el paso del dia hubo inhibicion en las fases J e I, pero P se comport6 igual que

las plantas con cera. Al finalizar el dia las tres fases fueron iguales a las de las plantas con cera

(fig. 21).

Figura 21. Anélisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en

hojas de Echeveria laui. Curvas azules corresponden a las 08:00 hrs, curvas rojas a 16:00 hrs y curvas negras a las 20:00 hrs.

Plantas con ceras representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros. Meses: Octubre y

Noviembre (2010). Sitio: Vivero Intensidad Baja.

39



En los modelos de flujo de hoja (fig. 22), en la mafana se presentd un mejor flujo de transporte
electronico (ETo/CSo) en las plantas sin cera, aunque en ambos tratamientos hubo gran cantidad
de centros de reaccion apagados lo cual, mejord para las plantas con cera en la tarde. Al
encenderse los centros de reaccion se aumentd el ETo/CSo, sin embargo, al final del dia en
ambos tratamientos hubo una reduccion en ABS/CSo (flujo absorbido), TRo/CSo (flujo
atrapado), ETo/CSo y el DI/CSo (flujo de disipacion de energia no atrapada como calor) fue

mayor en las plantas sin cera.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (16:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

TARDE (20:00 hrs).

Sin cera Con cera

Figura 22. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Octubre y Noviembre (2010).

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En los gréficos radiales, en las plantas sin cera la fotoquimica primaria @p, fue ligeramente mayor
(figura 23), fendmeno que se presentd solamente en estos meses, cuando hubo elevada humedad

relativa y baja temperatura. En cuanto a yo y @QEo, los valores fueron similares entre ambos

40



tratamientos, sin embargo, el Plus (indice de funcionamiento) en Octubre fue el unico mes en el
que el valor fue mejor en las plantas sin cera (en la mafiana) y el valor de N (niumero de veces que
Qa se reduce desde el Fo hasta Fmax) resulté muy elevado (no se muestra en el grafico). En la
tarde (16:00 hrs) se observé que los valores mejoraron para las plantas con cera y se mantuvieron

asi por el resto del dia.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (16:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 23. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo
(PSIo), ¢ro (PHIEo0), Plabs, N. Meses: Octubre y Noviembre (2010). Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En estos dos meses (Octubre y Noviembre) podemos definir que hubo bajas temperaturas, y

elevada humedad relativa e irradiacion luminica (cuadro 5).

Cuadro 5. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio: 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

OCTUBRE NOVIEMBRE
R °C %HR pmol m’s’ °C %HR pmol m’s”
00:00 22 99 0 18.1 89.2 0
04:00 22 99 0 16.3 91.6 0
08:00 24.6 94 11.6 21.2 90.4 2.4
12:00 33 56 44.6 33.2 48.9 48.4
16:00 36 43 62.8 30.8 44.7 7.6
20:00 24 99 0 21.3 79.6 0
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila @, para los meses de Diciembre y
Enero present6 en las plantas sin cera una inhibicion ligera en las tres fases (J, I, P), lo que indicé

que el transporte de electrones fue ligeramente menor (fig. 24).

Figura 24. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas azules corresponden a las 08:00 hrs, curvas negras a 20:00 hrs. La curva de color rosa
corresponde a plantas sin cera de las 16:00 hrs. Plantas con ceras representadas por colores oscuros y plantas sin cera

representadas por colores claros. Meses: Diciembre (2010) y Enero (2011). Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En los modelos de flujo de hoja (fig. 25), en las plantas sin cera el flujo de transporte electronico
(ETo/CSo) fue menor que el de las plantas con cera. En la mafiana algunos centros de reaccion
estuvieron apagados en las plantas sin cera y conforme avanzo el dia se encendieron.

En las plantas con cera hubo mayor ETo/CSo, los centros de reaccion estuvieron abiertos en la

mafana y se cerraron al paso del dia lo que pudo afectar el transporte.
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

Figura 25. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Diciembre (2010) y Enero (2011).

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Al analizar los valores de la teoria de flujo de membranas, los valores de @po, Wo, QEo, fueron
similares entre ambos grupos de plantas. Pero el indice de funcionamiento Plays, fue menor en las

plantas sin cera, tanto en el horario matutino como en el vespertino (fig. 26).

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 26. Graficas radiales muestran todos los pardametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, ¢po (PHIPO), wo
(PSlo), ro (PHIE0), Plabs, N.Meses: Diciembre (2010) y Enero (2011). Sitio: Vivero Intensidad Baja.
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En los meses de Diciembre y Enero la humedad relativa comenz6 a decaer, la temperatura

comenzo a elevarse y la intensidad de luz fue baja (cuadro 6).

Cuadro 6. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2010-2011. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

DICIEMBRE ENERO
R °C %HR pmol m?s™ °C %HR pmol m?s™
00:00 16.2 88 0 16.6 82 0
04:00 15.4 94 0 10.4 84.1 0
08:00 12 99 2 9 86 0.6
12:00 27.6 46 39.2 27.6 37.7 39.4
16:00 28.8 44 24 34.8 31.1 28.2
20:00 17.2 76 0 20.2 69.6 0

La curva OJIP obtenida por la fluorescencia a, para los meses de Febrero, Marzo y Abril en las

plantas sin cera, hubo inhibicion en las fases J e I, pero en la fase P (paso de electrones a la

plastoquinona) el transporte se comportd de manera similar entre ambas plantas (fig. 27).

Figura 27. Anélisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en

hojas de Echeveria laui. Curvas azules corresponden a horarios matutinos y las rosas a horarios vespertinos. Plantas con cera

representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros.

Meses: Febrero, Marzo y Abril (2011). Sitio: Vivero Intensidad Baja.
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El modelo de flujo de hoja (fig. 28) mostré que en ambos tratamientos hubo valores altos de
absorcion (ABS/CSo), flujo atrapado (TRo/CSo), transporte electronico (ETo/CSo) y pocos
centros de reaccion apagados. Estos valores disminuyeron en la tarde, siendo ligeramente

mayores en las plantas sin cera.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

IMSale 111

Figura 28. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Febrero, Marzo y Abril (2011).

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En los valores de la fotoquimica primaria (@po), la eficiencia con la que un exciton atrapado
puede mover un electron mas alld de Qa™ en la cadena transportadora de electrones (o), la
probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electron en la cadena transportadora de
electrones (Qeo) y el indice de funcionamiento (Plabs) fueron ligeramente menores en las plantas
sin cera en la mafiana. En la tarde, estos valores disminuyeron, marcando la diferencia entre las

plantas con sin cera y con cera, lo que significo un mejor acarreo de electrones en estas ultimas

(fig. 29).
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MARNANA (08:00 hrs)

TARDE (20:00 hrs)

Figura 29. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las

plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo

(PSIo), ¢ro (PHIEo0), PLabs, N. Meses: Febrero, Marzo y Abril (2011). Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En estos meses (Febrero, Marzo y Abril) comenz6 un incremento de temperatura, luz y un

descenso de la humedad relativa (cuadro 7).

Cuadro 7. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2011. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

FEBRERO MARZO ABRIL

R °C %HR pmol m2s™! °C %HR pmol m2s™! °C %HR pmol m?s™!
00:00 19.6 85 0 22.1 71.6 0 24.4 70 0
04:00 16.8 98 0 19.8 81.2 0 24.9 55 0
08:00 15.9 98 1 18.6 85.3 1.6 23.9 63 11
12:00 33.6 28 41.8 33.4 40.7 38.2 35.9 27 40.6
16:00 35.6 24 34.6 38.6 26.2 38.2 43 14 42.4
20:00 23.8 62 2 27.3 55.1 0 31.8 37 0
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Resumiendo los comportamientos observados en el analisis OJIP mediante la fluorescencia de la
clorofila @, en las plantas sin cera se obtuvo un buen acarreo de electrones en la cadena
transportadora, en los meses de temperatura baja y humedad relativa alta (cuadro 8). Este
comportamiento se presentd en los meses de Octubre y Noviembre, viéndose reflejado en el de
funcionamiento (Plas) de las plantas sin cera. Mientras que en Diciembre y Enero comenzd el
aumento de temperatura y descenso de humedad relativa, los valores de la fotoquimica primaria
(pro), la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electron mas alla de Qa™ en la
cadena transportadora de electrones (y,), la probabilidad de que un foton absorbido mueva un
electrén en la cadena transportadora de electrones (¢go) resultaron iguales entre las plantas con

cera y sin cera.

Cuadro 8. Resumen de los analisis OJIP para el sitio VIB. SC= Plantas Sin Cera. CC= Plantas Con Cera. El simbolo (*) indica
una diferencia ligera. La zona sombreada indica que los parametros @ro, Yo, Qo ¥ Pl(abs) fueron mejores en las plantas SC.

Aflo Mayo 2010 — Abril 2011.

MES TEMPERATURA | HUMEDAD LUZ FASE J FASE1I FASEP Pro Yo PEo Pliabs)
I}iﬁg Elevada Baja | Elevada | Inhibida SC | Inhibida SC | Inhibida SC | SC<CC | SC<CC | SC<CC | SC<CC
Julio En descenso En E2 | Ihibida sc | BStimulada | Bstimulada | gy oo | gescoe | ser<ce | scE<cc
Agosto aumento aumento SC SC
Octubre . Estimulada | Estimulada | Estimulada
; . * = =
Noviembre Baja Elevada Elevada SEerm | SPope || S0 oip SC*=CC | SC=CC SC=CcC SC=CC
Diciembre En Inhibida Inhibida Inhibida
En aumento Baja ligeramente | ligeramente | ligeramente | SC=CC SC=CC SC=CC SC=CC
Enero descenso
SC SC SC
Febrero En Equivalente
Marzo Elevada Baja " Inhibida SC | Inhibida 8C | entre SCy | SC*<CC | SC*<CC | SC*=CC SC=CC
Abril aumerto cc

Acumulacién de acidos organicos y dindmica estomatica.

Las determinaciones de acidos organicos fueron realizadas para detectar las diferencias en el
metabolismo MAC, entre las plantas con cera y sin cera. En ambos grupos se pudo apreciar la
acumulacion nocturna de 4cidos orgéanicos que identifica este comportamiento metabolico.

En los meses de Mayo (fig. 30) y Junio se encontraron diferencias significativas, cuando se
aprecio que la acumulacion fue mayor en las plantas sin cera. En los meses restantes no hubo

diferencias significativas.
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Figura 30. Acumulacion de 4cidos organicos en Echeveria laui del mes de Mayo. El analisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y plantas sin cera. En el mes de Junio se encontré un comportamiento y diferencias similares.
Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05.

Afo: 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En la dindmica estomatica se encontrd el patron inverso de apertura estomatica tipica del

metabolismo MAC. En los meses de Junio y Agosto se encontraron diferencias significativas, lo

que indic6 una mayor apertura en las plantas sin cera (fig. 31).

Figura 31. Apertura estomatica en Echeveria laui del mes de Junio. El andlisis estadistico indico diferencias significativas entre
plantas con cera y plantas sin cera. En el mes de Agosto se encontrd un comportamiento y diferencias similares.
Las barras representan =+ error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05.

Afio: 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.
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Por otro lado, durante los meses de Septiembre y Marzo también hubo diferencias significativas

que indicaron que en las plantas con cera hubo mayor apertura estomatica. (fig. 32).

Figura 32. Apertura estomatica en Echeveria laui del mes de Septiembre (2010). El andlisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y plantas sin cera. En el mes de Marzo (2011) se encontré un comportamiento y diferencias
similares. Las barras representan = error estdndar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05.

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Temperatura de la hoja.

Al medir la temperatura de las hojas entre ambas plantas (con cera y sin cera) solamente se
registraron diferencias significativas durante el mes de Julio (fig. 33), cuando las hojas sin cera

presentaron una mayor temperatura.

Figura 33. Temperatura de las hojas de Echeveria laui del mes de Julio. Las barras representan =+ error estandar, n=3. ANOVA de

dos factores con varias muestras por grupo, a < 0.05. Afio 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.
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Cuantificacion de Clorofilas.

Clorofila a. El analisis estadistico indicé diferencias significativas en los meses de Junio y Julio,

cuando hubo mayor cantidad de clorofila a en las plantas sin cera (fig. 34).

6.0
55
50
45 A
4.0 -
35 4

8 O 8in cera

B Con cera
2.0 A

15 A
10

05 A

00

08:00 12:00 16:00 20:00

Hora

Figura 34. Concentracion de clorofila a en Echeveria laui del mes de Junio. El analisis estadistico indicé diferencias significativas
entre plantas con cera y sin cera. En el mes de Julio se encontré un comportamiento y diferencias similares. Las barras representan

+ error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05. Afio 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Clorofila b. El analisis indico diferencias significativas en los meses de Junio y Septiembre, lo

que se interpretd como una mayor cantidad de clorofila b en las plantas sin cera (fig. 35).
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Figura 35. Concentracion de clorofila b en Echeveria laui del mes de Junio. El analisis estadistico indicé diferencias significativas
entre plantas con cera y sin cera. En el mes de Septiembre se encontré un comportamiento y diferencias similares. Las barras
representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05. Afio 2010.

Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Clorofilas totales. El analisis evidencio diferencias significativas en los meses de Junio y Julio

(fig. 36), cuando las plantas sin cera tuvieron una mayor cantidad de clorofilas totales.
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Figura 36. Concentracion de clorofilas totales en Echeveria laui del mes de Junio. El analisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. En el mes de Julio se encontré un comportamiento y diferencias similares. Las
barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05. Afio 2010.

Sitio: Vivero Intensidad Baja

Relacion clorofila a/b. El analisis indicé diferencias en el mes de Marzo en siendo las plantas sin

cera las que presentaron un cociente de clorofila a y b mas elevado (fig. 37).
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Figura 37. Relacion entre clorofila a y b en Echeveria laui del mes de Marzo. El anélisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias

muestras por grupo, a < 0.05. Afio 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja

Perfil de pigmentos.

Los cromatogramas de los pigmentos de las plantas con cera y sin cera se obtuvieron al finalizar
los 12 meses de experimentacion, debido a una diferencia de coloracion (tonalidad rojiza) que se
presento en algunas plantas, entre las diferentes condiciones ambientales.

Entre las plantas con cera y sin cera no presentaron diferencias en los picos de absorcion (fig. 38)
y se encontr6 los pigmentos fotosintéticos de clorofila a (fig. 39) y b (fig. 40). No hubo presencia

de otros pigmentos como los pertenecientes al ciclo de las xantofilas.
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DAD1 B, Sig=450,4 Ref=off (C:\HPCHEM~1\1\DATA\ROCIO\SINO0009.D)
DAD1 B, Sig=450,4 Ref=off (C:\HPCHEM~1\1\DATA\ROCIO\SIN00012.D)
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Figura 38. Perfil de pigmentos en HPLC de plantas con cera y sin cera de Echeveria laui. No se observé diferencias entre los cromatogramas. A: Tiempo de retencion para la

clorofila a. B: Tiempo de retencion para la clorofila b. Perfil obtenido al final del experimento (Mayo 2010- Abril 2011). Sitio Vivero Intensidad Baja.
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Figura 39. Espectro de absorcion de la clorofila a.

Abs =432, 664.

Vivero Intensidad Alta (VIA).
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Figura 40. Espectro de absorcion de la clorofila b.

Abs =460, 646.

Durante un afio se midié mensualmente la temperatura, humedad relativa e irradiacién de

luminica (fig. 41). Dichos valores se promediaron (Mayo 2010-Abril 2011) para observar su

comportamiento a lo largo de un afo, de modo que podemos observar los meses con condiciones

de elevada temperatura y baja humedad relativa y viceversa.

Figura 41. Temperatura, Humedad Relativa e Irradiacion luminica en el Vivero Intensidad Alta (VIA).

Periodo Mayo 2010-Abril 2011.
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Cuantificacion de la fotosintesis mediante la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a.

A continuacidon se presentan los resultados de la cinética de emision de fluorescencia de la
clorofila a, en base al analisis OJIP en la condicion VIA. Este analisis se hizo basandose
principalmente en dos horarios, mafiana (08:00 hrs) y tarde (20:00 hrs) ya que el POCKET PEA
pudo registrar siempre las lecturas en esos horarios. Una vez analizados los datos, se agruparon

los meses que presentaron comportamientos similares.

La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Mayo, Junio,
Agosto, Octubre (2010), Marzo y Abril (2011) mostré una inhibicion en la cadena transportadora
de electrones, en la reduccion parcial de Qa (fase J), en la reduccion parcial de Qa” y Qg (fase I) y

hubo valores similares entre los tratamientos en la fase P (reduccion de plastoquinona) (fig. 42).

Figura 42. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas rosas corresponden a horarios vespertinos. Plantas con cera representadas por colores oscuros y
plantas sin cera representadas por colores claros. Meses: Mayo, Junio, Agosto, Octubre (2010), Marzo, Abril (2011).

Sitio: Vivero Intensidad Alta.
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En los modelos de flujo de hoja (fig. 43) para los meses citados, en la mafiana se presentd una
gran cantidad de centros de reaccion apagados (mas del 50% en ambos tratamientos), conforme
paso el dia, los centros de reaccion se encendieron en las plantas con cera, con lo que flujo
absorbido (ABS/CSo), flujo atrapado (TRo/CSo), y el flujo de transporte electronico (ETo/CSo)
se incremento notoriamente, mientras que las plantas sin cera mantuvieron los centros apagados y

valores bajos de ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo y DI/CSo.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

Figura 43. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Mayo, Junio, Agosto, Octubre (2010), Marzo,

Abril (2011). Sitio: Vivero Intensidad Alta.

Los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas se representaron en graficos
radiales (fig. 44) mostrando que en la mafana los valores de Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo,
ETo/CSo, DI/CSo fueron mayores en la plantas sin cera, pero en la tarde estos valores
decrecieron en comparacion a las plantas con cera.

Los valores de la fotoquimica primaria (¢po), la eficiencia con la que un exciton atrapado puede
mover un electrén mas alla de Qa™ en la cadena transportadora de electrones (o), la probabilidad
de que un foton absorbido mueva un electron en la cadena transportadora de electrones (ko) y el
indice de funcionamiento (Plaps) fueron mayores en las plantas con cera tanto en la mafiana como

en la tarde.
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MANANA (08:00 hrs)

TARDE (20:00 hrs)

Figura 44. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las

plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo

(PSIo), @ro (PHIEo0), PLbs, N. Meses: Mayo, Junio, Agosto, Octubre, Marzo y Abril. Sitio: Vivero Intensidad Alta.

Los meses de Mayo, Junio, Agosto, Octubre, Marzo y Abril, presentaron temperaturas elevadas,

altas irradiaciones luminosas y bajas humedades relativas, como se aprecia en el cuadro 9

(excepto Octubre). Estos meses pueden corresponder al periodo de sequia al que se expone

Echeveria laui en su medio ambiente natural.

Cuadro 9. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2010 (Mayo-Octubre) y 2011 (Marzo y Abril).

Sitio: Vivero Intensidad Alta.

MAYO JUNIO AGOSTO
HR °C %HR pmol m?s”! °C %HR pmol m?s™! °C %HR pmol m>s!
00:00 25.5 66 0 23.5 88.2 0 21.7 86 0
04:00 20.6 95 0 21.5 90.9 0 19.8 91 0
08:00 24.3 74 27.56 24.1 90 29.8 22.3 90.2 107.2
12:00 47.2 9 159.44 31.2 45.1 292.8 40.5 40.2 278.6
16:00 47.5 7 99.42 47 24.6 146 41.6 355 208.2
20:00 31.1 37 0 25.6 82.1 0 26.6 60 0
OCTUBRE MARZO ABRIL

R °C %HR pmol ms”! °C %HR pmol m?s™! °C %HR pmol m?s™!
00:00 22.4 94.2 0 214 85 0 23 68.8 0
04:00 21.6 95.4 0 20.1 94 0 23.6 58.7 0
08:00 22.7 96.1 64.4 20.1 93 19.8 20.4 774 118.2
12:00 36.2 51.7 121.6 40.5 19 243.4 41.8 29.8 254
16:00 40.2 44.7 291.4 44.8 12 192.4 43.2 17.8 174.8
20:00 23.2 89.2 0 27.2 57 0 31.4 41.7 0
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Julio, Noviembre,
Diciembre y Enero (fig. 45) en las plantas sin cera se observd una inhibicion en la fase J
(reduccion parcial de Qa) y en las fases I y P existio una estimulacion en el acarreo de electrones

(reduccion parcial de Qa- hasta plastoquinona).

Figura 45. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas rosas corresponden al horario de las 16:00 hrs y curvas negras al horario de las 20:00 hrs. Plantas
con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros.

Meses: Julio, Noviembre, Diciembre (2010) y Enero (2011). Sitio: Vivero Intensidad Alta.

En el modelo de flujo de hoja se observo un transporte de energia bajo en los horarios matutinos
que aument6 conforme avanzo el dia. Sin embargo se observaron 2 comportamientos diferentes:

a) En los meses de Julio y Noviembre las plantas con cera y sin cera presentaron flujos de energia
similares en la mafiana, pero en la tarde en la plantas con cera fue mayor el ABS/CSo, TRo/CSo,

ETo/CSo y hubo apertura de centros de reaccion (fig. 46).
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

Figura 46. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Julio y Noviembre (2010).

Sitio: Vivero Intensidad Alta.

b) En los meses de Diciembre y Enero las plantas con cera y sin cera también presentaron flujos
similares en los horarios matutinos, en la tarde en la plantas sin cera fue mayor el ABS/CSo,

TRo/CSo, ETo/CSo y hubo apertura de centros de reaccion (fig. 47).

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

Figura 47. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los
puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Diciembre (2010) y Enero (2011).

Sitio: Vivero Intensidad Alta.

60



Los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas representados en graficos
radiales mostraron las mismas diferencias que en los modelos de flujo de hoja:

a) En los meses de Julio y Noviembre las plantas sin cera tuvieron valores ligeramente mayores

€N Qro, Yo, PEo Y PI(abs) (ﬁg 48)

MANANA (08:00 hrs) TARDE (16:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 48. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo
(PSlo), @ro (PHIE0), Plabs, N. Meses: Julio y Noviembre (2010). Sitio: Vivero Intensidad Alta.

b) En los meses de Diciembre y Enero las plantas con cera tuvieron valores mayores en @po, Yo,

0o y PT (abs) (fig. 49).
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TARDE (16:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 49. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, ¢p, (PHIPO), wo
(PSIo), @ro (PHIEO), Plabs, N. Meses: Diciembre (2010) y Enero (2011). Sitio: Vivero Intensidad Alta.

En los parametros ambientales observamos que los meses de Julio, Noviembre, Diciembre y
Enero hubo un aumento en la humedad relativa y una baja en temperatura (excepto Julio) En lo
que respecta a los meses de Diciembre y Enero, estos presentaron una baja irradiacion luminosa y

decremento en la temperatura, lo que corresponderia a la época fria (cuadro 10).

Cuadro 10. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2010 (Julio-Diciembre) y 2011 (Enero).

Sitio: Vivero Intensidad Alta.

JULIO NOVIEMBRE
AR °C %HR pmol m?s™ °C %HR umol m’s”!
00:00 26.5 70 0 19.9 99 0
04:00 22.4 98 0 18.6 99 0
08:00 24.9 85 45.2 18 99 11.8
12:00 40.7 27 246.8 35.9 33 385.2
16:00 46.7 13 223.2 27.1 61 24.8
20:00 26.1 71.05 0 22.6 75 0
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DICIEMBRE ENERO

i °C %HR pmol m?s™ °C %HR pmol m?s™
00:00 15.8 75.2 0 13.3 96 0
04:00 14.8 84.4 0 10.2 99 0
08:00 11.2 91 38 8.8 99 6
12:00 31.2 40.6 275.2 36.3 20 261.6
16:00 32.3 39.9 93.2 37 20 128.6
20:00 19.4 66.2 0 19.7 84 0

La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para el mes de Febrero (2011)

mostrd en las plantas sin cera una estimulacion en las fases J, I y P (fig. 50), lo que se significa

que hubo un mayor transporte electrénico.

Figura 50. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en

hojas de Echeveria laui. Curvas rosas corresponden al horario vespertino. Plantas con cera representadas por colores oscuros y

plantas sin cera representadas por colores claros. La curva verde representa horario matutino para plantas sin cera.

Mes: Febrero (2011). Sitio: Vivero Intensidad Alta.
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El modelo de flujo de hoja (fig. 51), mostré6 que en las plantas sin cera el flujo absorbido
(ABS/CSo), flujo atrapado (TRo/CSo), flujo de transporte electronico (ETo/CSo), y el flujo de
disipacion de energia atrapada como calor (DI/CSo) fue mayor. En las plantas sin cera hubo una

menor cantidad de centros de reaccion apagados.

TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera

Figura 51. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Mes: Febrero (2011). Sitio: Vivero Intensidad Alta.

En los graficos radiales (fig. 52) en las plantas sin cera se observo que la fotoquimica primaria
(pro), la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electron mas allad de Qa™ en la
cadena transportadora de electrones (o), la probabilidad de que un foton absorbido mueva un
electron en la cadena transportadora de electrones (@go) y el indice de rendimiento (Plas) fue

mayor.
TARDE (20:00 hrs).

Figura 52. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIPO), yo
(PSIo), @ro (PHIEo0), Plabs, N. Mes: Febrero (2010). Sitio: Vivero Intensidad Alta.
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El mes de Febrero present6 bajas temperaturas, una elevada humedad relativa y una moderada

irradiacion luminica (cuadro 11).

Cuadro 11. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2011. Sitio: Vivero Intensidad Alta.

FEBRERO
HR
°C %HR pmol m’s”

00:00 18 83.3 0
04:00 15.4 89.8 0
08:00 16.7 88.6 12.9
12:00 24.6 56.1 263.8
16:00 37.7 30 160.5
20:00 22.6 63.2 0

Resumiendo los comportamientos observados en el andlisis OJIP mediante la fluorescencia de la
clorofila a, en las plantas sin cera el @po, Wo, @0 ¥ Plaps fueron mayores en los meses de

temperatura baja y humedad relativa alta (Julio, Noviembre, Diciembre 2010, Enero y Febrero

2011) (cuadro 12).

Cuadro 12. Resumen de los analisis OJIP para el sitio VIA. SC= Plantas Sin Cera. CC= Plantas Con Cera. El simbolo (¥*) indica
una diferencia ligera. La zona sombreada indica que los parametros @ro, Yo, o ¥ Pl(abs) fueron mejores en las plantas SC. Afio

Mayo 2010 — Abril 2011.

MES TEMPERATURA | HUMEDAD LUZ FASE J FASEI FASE P Pro Yo PEo Pl(abs)
Mayo
;::)L;?o Equivalente
Octubre Elevada Baja Elevada | Inhibida SC | Inhibida SC | entre SCy | SC<CC | SC<CC | SC<CC SC<CC
Marzo ce
Abril
Julio Alta SC*=CC | SC*>CC | SC*>CC | SC*>CC
1;?;;1:11311;?:: BajaJ ]-Eﬁ}ér):epto (excepto Alta | Inhibida SC Es‘tl.télglada Estnéléﬂada
Enero Julio) sC=CC SC=<CC SC=CC SC=CC
Febr Bai Alta En Estimulada | Estimulada | Estimulada | SC>CC | SC>CC SC=CC SC=CC
eorere aa aumento SC SC SC
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Acumulacién de acidos organicos y dindmica estomatica.

Las determinaciones de acidos organicos fueron realizadas para detectar las diferencias en el
metabolismo MAC, entre las plantas con cera y sin cera. En ambos grupos se pudo apreciar la
acumulacion nocturna de acidos organicos que identifica este comportamiento metabolico.

En el mes de Mayo la acumulacion de acidos organicos tuvo diferencias significativas, lo que

indic6 una mayor acumulacion en las plantas sin cera (fig. 53).

Figura 53. Acumulacion de acidos organicos en Echeveria laui del mes de Mayo. El analisis estadistico indico diferencias
significativas entre plantas con cera y plantas sin cera. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con

varias muestras por grupo, o < 0.05. Afio: 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En los meses de Septiembre, Diciembre y Marzo la acumulacion de acidos orgdnicos tuvo
diferencias significativas que indicaron que habia una mayor acumulacion en las plantas con cera,

(fig. 54) lo cual es el resultado opuesto al mes de Mayo.
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Figura 54. Acumulacion de 4cidos organicos en Echeveria laui del mes de Diciembre (2010). El andlisis estadistico indicd
diferencias significativas entre plantas con cera y plantas sin cera. En el mes de Septiembre (2010) y Marzo (2011) se encontr6 un
comportamiento y diferencias similares. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias

muestras por grupo, a < 0.05. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

En la dindmica estomatica se encontrd el patron inverso de apertura estomatica tipica del
metabolismo MAC, sin embargo no se encontraron diferencias significativas en ningin mes entre

las plantas con cera y sin cera.

Temperatura de la hoja.

Al medir la temperatura de las hojas entre ambas plantas (con cera y sin cera) solamente se
registraron diferencias significativas durante el mes de Agosto (fig. 55) cuando las hojas sin cera

presentaron una mayor temperatura.
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Figura 55. Temperatura de las hojas de Echeveria laui del mes de Agosto. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA

de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05. Afio 2010. Sitio: Vivero Intensidad Baja.

Cuantificacion de Clorofilas.

Clorofila a. El analisis indico diferencias significativas en este pigmento en el mes de Abril,

encontrando que en las plantas sin cera hubo una mayor cantidad de clorofila a (fig. 56).
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4.0 A
35 -
E" 3.0 A
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1.0 A
0.5 A

08:00

12:00
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16:00

20:00

O5in cera

B Con cera

Figura 56. Concentracion de clorofila a en Echeveria laui del mes de Abril. Las barras representan + error estandar, n=3.

ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, a < 0.05. Afio 2011. Sitio: Vivero Intensidad Alta.
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Clorofila b. El analisis indico diferencias significativas en el mes de Septiembre, lo que se

interpreté como una mayor cantidad de clorofila b en las plantas sin cera (fig. 57).

5.0

O5in cera

B Con cera

08:00 12:00 1600 20:00

Hora

Figura 57. Concentracion de clorofila b en Echeveria laui del mes de Septiembre. Las barras representan + error estandar, n=3.

ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05. Afio 2011. Sitio: Vivero Intensidad Alta.

Clorofilas totales y Relacion clorofila a/b. El analisis estadistico no indicé diferencias

significativas.

Perfil de pigmentos.

Los cromatogramas de los pigmentos de las plantas con cera y sin cera, se obtuvieron al finalizar
los 12 meses de experimentacion, debido a una diferencia de coloracion (tonalidad rojiza) que se
presentd en algunas plantas, entre las diferentes condiciones ambientales.

En el cromatograma de las plantas con cera y sin cera (fig. 58), se presentaron los pigmentos
fotosintéticos como la clorofila a, b (fig. 39 y 40), que se obtuvieron en las plantas que
estuvieron bajo la condicion ambiental VIB.

En la condicién ambiental VIA, en las plantas con cera se presento el pigmento violaxantina (fig.
59), mientras que en las plantas sin cera hubo otros pigmentos, tales como a-caroteno (fig. 60),

B-caroteno (fig. 61) y zeaxantina (fig. 62).
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DAD1 A, Sig=474,4 Ref=off (C\HPCHEM~1\1\DATA\ROCIO\SIN00002.D)
DAD1 A, Sig=474,4 Ref=off (CA\HPCHEM~1\1\DATA\ROCIO\SINO0005.D)

Norim.
80

70

I I
2 4 6 8 10 12 min

Figura 58. Perfil de pigmentos en HPLC de plantas con cera y sin cera de Echeveria laui. A: Tiempo de retencion para la violaxantina. B: Tiempo de retencion para el a-caroteno.
C: Tiempo de retencion para el B-caroteno. D: Tiempo de retencion para la zeaxantina. Perfil obtenido al final del experimento (Mayo 2010- Abril 2011).

Sitio Vivero Intensidad Alta.
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Figura 59. Espectro de absorcion de la violaxantina.

Abs =418, 440, 470.
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Figura 60. Espectro de absorcion del a-caroteno.

Abs =422, 448, 472.
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Figura 61. Espectro de absorcion del B-caroteno.

Abs =428, 450, 470.
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Figura 62. Espectro de absorcion de la zeaxantina.

Abs =424, 448, 474.
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Invernadero (INV).

Durante un afio se midié mensualmente la temperatura, humedad relativa e irradiaciéon de
luminica (fig. 63). Dichos valores se promediaron (Mayo 2010-Abril 2011) para observar su
comportamiento a lo largo de un afo, de modo que podemos observar los meses con condiciones

de elevada temperatura y baja humedad relativa y viceversa.

Figura 63. Temperatura, Humedad Relativa e Irradiacion luminica en el Invernadero (INV). Periodo Mayo 2010-Abril 2011

Cuantificaciéon de la fotosintesis mediante la cinética de emisidn de fluorescencia de la clorofila a.

A continuacidon se presentan los resultados de la cinética de emision de fluorescencia de la
clorofila @, en base al analisis OJIP. Este andlisis se hizo basandose principalmente en dos
horarios, mafana (08:00 hrs) y tarde (20:00 hrs) ya que el POCKET PEA pudo registrar siempre
las lecturas en esos horarios. Una vez analizados los datos, se agruparon los meses que

presentaron comportamientos similares.
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Junio, Agosto,
Noviembre y Diciembre presentd en las plantas sin cera una inhibicion en la reduccion parcial de
Qa (fase J) y en la reduccion parcial de Qa- y Qg (fase I). Entre las plantas sin cera y con cera la

fase P se inhibio ligeramente y a veces se comporté de manera similar entre ambos tratamientos

(fig. 64).

Figura 64. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas verdes corresponden a las 08:00 hrs, curvas rosas corresponden a las 16:00 hrs, curvas negras
corresponden a las 20:00 hrs. Plantas con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores

claros. Meses: Junio, Agosto, Noviembre y Diciembre (2010). Sitio: Invernadero.

En los modelos de flujo de hoja, se aprecid que en ambos tratamientos existié un buen acarreo de
energia en la cadena trasportadora de electrones, sin embargo, los valores de ABS/CSo,
TRo/CSo, ETo/CSo y DI/CSo fueron mas elevados en las plantas sin cera. En los horarios
matutinos hubo centros de reaccion apagados, los cuales aumentaron en las plantas con cera en el
horario de las 16:00 hrs. Después en la siguiente medicion (a las 20:00 hrs) en ambos

tratamientos, la mayoria de los centros de reaccion estuvieron encendidos (fig. 65).
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (16:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

TARDE (20:00 hrs)

Figura 65. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia.
Los puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Junio, Agosto, Noviembre y Diciembre

(2010). Sitio: Invernadero.

En los graficos radiales (fig.66) de los parametros de la teoria de flujo de energia en
biomembranas, en las plantas sin cera hubo valores ligeramente menores en la fotoquimica
primaria (@po). Esta diferencia se acentu6 en las plantas sin cera en los parametros de o, Qo ¥
Plabs siendo menores que en las plantas control. Los valores de ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo,

DI/CSo y Fo fueron mayores para las plantas sin cera.

74



MANANA (08:00 hrs) TARDE (16:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 66. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, ¢pr, (PHIPO), wo
(PSlIo), oro (PHIE0), Plabs, N. Meses: Junio, Agosto, Noviembre y Diciembre (2010). Sitio: Invernadero.

En los meses de Junio y Agosto se presentd constante la humedad relativa, una irradiacion
luminica y temperatura elevadas. Los meses de Noviembre y Diciembre tuvieron una humedad

relativa elevada y una baja temperatura e irradiacion luminica (cuadro 13).

Cuadro 13. Temperatura, humedad relativa e irradiaciéon luminica. Afio 2010. Sitio: Invernadero.

JUNIO AGOSTO
AR °C %HR pmol m?s™ °C %HR pmol m?s™
00:00 19.8 69.3 0.0 19.0 74.6 0.0
04:00 17.8 72.6 0.0 17.8 78.4 0.0
08:00 19.9 70.0 20.2 17.9 75.4 14.0
12:00 36.5 30.7 286.0 33.7 30.3 392.0
16:00 36.9 22.4 176.6 33.4 22.7 149.4
20:00 23.7 46.1 6.2 22.5 53.7 1.0
NOVIEMBRE DICIEMBRE

HR °C %HR pmol m?s™ °C %HR pmol m?s™
00:00 14.8 57.6 0.0 10.7 41.9 0.0
04:00 14.7 61.6 0.0 7.9 50.0 0.0
08:00 14.2 65.1 4.8 5.9 52.8 4.6
12:00 20.9 41.6 255.4 16.6 32.3 93.6
16:00 27.3 24.7 40.2 24.7 15.0 44.0
20:00 19.8 40.3 0.0 14.9 33.6 1.0
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para el mes de Mayo, present6 en
las plantas sin cera una inhibicion en la reduccion parcial de Qa (fase J), en la reduccion de
reduccion de la plastoquinona (fase P). Pero en la reduccion parcial de Qa- y Qg (fase I) hubo

valores semejantes entre ambos tratamientos (fig. 67).

Figura 67. Analisis OJIP Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas verdes corresponden a las 08:00 hrs, curvas rosas corresponden a las 20:00 hrs. La curvas negra
corresponden a plantas con cera de las 16:00 hrs. Plantas con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera

representadas por colores claros. Mes: Mayo (2010). Sitio: Invernadero.

En los modelos de flujo de hoja, se observo que en ambos tratamientos mas del 50% de centros
de reaccidn estuvieron apagados y hubo poco flujo de energia. Conforme avanzo el dia, en las
plantas sin cera no se mejoro el transporte, en cambio, en las plantas con cera aument6 el flujo de
energia, el flujo de energia absorbido (ABS/CSo), el flujo atrapado (TRo/CSo), y el flujo de

transporte electronico (ETo/CSo), ademas de que los centros de reaccion se encendieron (fig. 68).
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

Figura 68. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Mes: Mayo (2010). Sitio: Invernadero.

Los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas (fig. 69) en las graficas radiales
mostraron que en entre ambos tratamientos la fotoquimica primaria (ppo) fue similar, pero los
valores de o, @ro y Plabs, fueron mayores en las plantas con cera (control) en la tarde y en la

mafana.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 69. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo
(PSIo), ¢ro (PHIEo0), Plabs, N. Mes: Mayo (2010). Sitio: Invernadero.
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El mes de mayo fue el que presentd la humedad relativa mas baja y temperatura mas elevada
(cuadro 14), con una irradiacion luminosa elevada, por lo que este mes se pudo considerar como
el que presentd condiciones desfavorables para las plantas sin cera, lo que se evidencio con la

inhibicién del transporte de electrones.

Cuadro 14. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Ao 2010. Sitio: Invernadero.

MAYO
HR
°C %HR pmol m~s™!
00:00 20.8 33.7 0.0
04:00 17.5 41.3 0.0
08:00 16.9 32.9 5.7
12:00 39.5 14.8 296.4
16:00 38.5 11.0 85.0
20:00 26.3 24.2 0.5

La curva obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, pare los meses de Julio y Octubre se
registrd en las plantas sin cera una inhibicion en la fase J (reduccion parcial de Qa), sin embargo,
en las fases [ y P (reduccion parcial de Qa- hasta plastoquinona) se obtuvieron valores similares

entre ambos tratamientos (fig. 70).
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Figura 70. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas verdes corresponden a horario matutino, curvas rosas corresponden a horario vespertino. Plantas
con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros. Meses: Julio y Octubre (2010).

Sitio: Invernadero.

El modelo de flujo de hoja (fig. 71) mostré que en las plantas sin cera los valores de ABS/CSo,
TRo/CSo, ETo/CSo y DI/CSo fueron ligeramente mayores en la mafiana. Ambos tratamientos
presentaron centros de reaccion apagados, los cuales se encendieron conforme avanzo el dia sin

que esto trajera una diferencia entre el flujo de la energia en las plantas de Echeveria laui.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 71. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Julio y Octubre (2010). Sitio: Invernadero.
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Con respecto a los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas, los valores de

Ppo, Yo, PEo fueron iguales entre ambos tratamientos y en las plantas sin cera el PI (abs) fue menor

en la mafiana. Posteriormente al avanzar el dia, en las plantas sin cera todos los valores fueron

menores (fig. 72).

MANANA (08:00 hrs)

TARDE (20:00 hrs)

Figura 72. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las

plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, ¢p, (PHIPO), wo

(PSlIo), @ro (PHIE0), Plabs, N. Meses: Julio y Octubre (2010). Sitio: Invernadero.

En el mes de Julio hubo elevada temperatura y humedad relativa, mientras que la irradiacion

luminica fue baja. En octubre la humedad relativa y temperatura disminuyeron mientras que la

irradiacion luminica se elevo (cuadro 15).

Cuadro 15. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2010. Sitio: Invernadero.

JULIO OCTUBRE

HR °C %HR umol m’%s™ °C %HR ymol m%s”
00:00 19.3 72.8 0.0 14.8 49.5 0.0
04:00 17.8 76.5 0.0 12.2 58.5 0.0
08:00 18.6 73.6 13.4 10.6 64.6 5.0
12:00 34.6 30.4 211.6 28.4 15.0 265.0
16:00 34.6 22.6 69.8 31.9 17.0 148.6
20:00 22.9 51.1 2.0 19.0 29.5 0.0

80



La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para los meses de Enero, Febrero y
Abril, mostré que en las plantas sin cera existié una estimulacion en la cadena transportadora de
electrones tanto en las fases J, I y P en la mafiana. Dicha estimulacion se perdié conforme avanzé

el dia, mostrando inhibicidn en dichas fases como se observa en la figura 73.

Figura 73. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas verdes corresponden a las 08:00 hrs, curvas rojas corresponden a las 16:00 hrs y curvas negras
corresponden a las 20:00 hrs. Plantas con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores

claros. Meses: Enero, Febrero y Abril (2011). Sitio: Invernadero.

En los modelos de flujo de hoja (fig. 74), se aprecié que entre las plantas con cera y sin cera hubo
valores parecidos entre el flujo absorbido (ABS/CSo), el flujo atrapado (TRo/CSo), flujo de
transporte electronico (ETo/CSo). En las plantas sin cera hubo mayor cantidad de centros de

reaccion apagados en la mafana pero en la tarde todos se encendieron en ambos tratamientos.
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (16:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera

TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera

Figura 74. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Meses: Enero, Febrero y Abril (2011). Sitio: Invernadero.

En los gréficos radiales de los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas, se
observé que en las plantas sin cera los valores de la fotoquimica primaria (@p,) fueron similares a
los de las plantas con cera durante todo el dia mientras que el valor de v,y Pl(abs) fue ligeramente
mayor en la mafiana. En lo que respecta a las plantas con cera, el valor de ¢k, fue ligeramente

mayor y el indice de funcionamiento (Pl.ns) fue mayor en la tarde (fig. 75).

82



MANANA (08:00 hrs)

TARDE (16:00 hrs)

TARDE (20:00 hrs).

Figura 75. Graficas radiales muestran todos los parametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las

plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, @r. (PHIP0), yo

(PSlo), ro (PHIE0), Plabs, N. Meses: Enero, Febrero y Abril (2011). Sitio: Invernadero.

En los meses de Enero, Febrero y Abril, los pardmetros ambientales registrados (cuadro 16)

mostraron que en estos meses hubo poca irradiacion luminica, bajas temperaturas (ambos

parametros tendieron a incrementarse) y que la humedad relativa en Enero era alta, descendiendo

conforme avanzaban los meses.

Cuadro 16. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2011. Sitio: Invernadero.

ENERO FEBRERO ABRIL

R °C %HR pmol m’s’ °C %HR pmol m’s’ °C %HR pmol m?s”
00:00 10.2 56.9 0.0 16.9 37.3 0.0 19.4 36.4 0.0
04:00 8.9 62.0 0.0 14.1 49.0 0.0 15.8 42.1 0.0
08:00 7.6 67.1 3.2 11.6 52.2 1.0 14.8 45.2 5.2
12:00 17.2 40.2 78.2 22.4 33.9 123.4 34.5 19.9 239.2
16:00 26.2 18.5 34.4 31.5 15.0 92.0 31.6 16.1 43.8
20:00 15.0 41.4 1.0 21.7 23.8 1.0 23.7 22.3 1.0
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La curva OJIP obtenida por la fluorescencia de la clorofila a, para el mes de Marzo, se presento
en las plantas sin cera una estimulacion en las fases J, I y P en la mafiana, sin embargo, en la
tarde la fase J presentd una ligera inhibicion. En las plantas con cera y sin cera las fases [ y P se

comportan de manera similar en la tarde (fig. 76).

Figura 76. Analisis OJIP. Valores promedio de la cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII (normalizadas) en
hojas de Echeveria laui. Curvas verdes corresponden a horario matutino, curvas negras corresponden a horario vespertino.
Plantas con cera representadas por colores oscuros y plantas sin cera representadas por colores claros. Mes: Marzo (2011).

Sitio: Invernadero.

Los modelos de flujo de hoja (fig. 77) mostraron que en las plantas sin cera hubo valores
ligeramente mayores entre ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo y DI/CSo en la manana. Al atardecer
estos parametros se incrementaron y los centros de reaccion se encendieron. En las plantas con
cera disminuyo6 el transporte conforme avanzo el dia y no hubo cambio en los centros de

reaccion.
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MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Sin cera Con cera Sin cera Con cera.

Figura 77. Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones, disipacion y transporte de electrones) por
seccion transversal de hojas de Echeveria laui. El ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los

puntos negros representan la cantidad de centros de reaccion inactivos. Mes: Marzo (2011). Sitio: Invernadero.

Los parametros de la teoria de flujo de energia en biomembranas (fig. 78) en las graficas radiales
mostraron que en las plantas con cera y sin cera los valores de @po, Wo. QEo Y Plabs fueron similares
en la mafana. Por la tarde, en las plantas sin cera los valores de ¢po, Wo. QEo, fueron ligeramente

menores y el Plays fue menor.

MANANA (08:00 hrs) TARDE (20:00 hrs)

Figura 78. Graficas radiales muestran todos los pardametros calculados. Las plantas con cera en colores oscuros, al centro y las
plantas sin cera en colores claros. Parametros graficados: Fo, Fm, ABS/CSo, TRo/CSo, ETo/CSo, DI/CSo, ¢r. (PHIPO), yo
(PSIo), ¢ro (PHIEo0), Plabs, N. Mes: Marzo (2011). Sitio: Invernadero.
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En Marzo la irradiacion luminica y temperatura aumentaron, mientras que la humedad relativa

descendi6 (con respecto a Febrero) (cuadro 17).

Cuadro 17. Temperatura, humedad relativa e irradiacion luminica. Afio 2011. Sitio: Invernadero.

MARZO
HR
°C %HR umol m™s™
00:00 16.8 22.9 0.0
04:00 13.1 29.6 0.0
08:00 10.4 33.0 1.6
12:00 26.7 15.0 216.6
16:00 344 15.0 138.0
20:00 22.8 15.0 1.0

Resumiendo los comportamientos observados en el analisis OJIP mediante la fluorescencia de la
clorofila a, en los meses donde la temperatura fue baja y la humedad relativa alta, en las plantas
sin cera los valores de la fotoquimica primaria (@po), la eficiencia con la que un excitoén atrapado
puede mover un electron mas alld de Qa™ en la cadena transportadora de electrones (y,), la
probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electron en la cadena transportadora de
electrones (@ro) y el indice de funcionamiento (Pliws) fueron ligeramente superiores o

equivalentes a los de las plantas con cera (cuadro 18).

Cuadro 18. Resumen de los analisis OJIP para el sitio INV. SC= Plantas Sin Cera. CC= Plantas Con Cera. El simbolo (*) indica
una diferencia ligera. La zona sombreada indica que los parametros @ro, Yo, Qo ¥ Pl(abs) fueron mejores en las plantas SC. Afio

Mayo 2010 — Abril 2011.

MES TEMPERATURA | HUMEDAD LUZ FASE J FASEI FASEP Pro Yo Qo PI(abs!
;::)1.;?0 Alta Constante Alta Equivalente
Noviembre Inhibida SC | Inhibida SC | entre SCy | SC*<CC | SC*<CC | SC*<CC SC=CC
Diciembre Baja Alta Baja cC
Mayo Alta Baja Alta | Inhibida SC E““;‘('ilada Inhibida SC | SC=CC | SC<CC | SC=CC | SC=CC
Tulio Alta Baja Baja Equivalente | Equivalente
Inhibida SC | entre SCy | entre SCy SC=CC SC=CC SC=CC SC=CC
Octubre En En
En descenso de CccC cC
scenso | aumento
Enero En .| Estimulada | Estimulada | Estimulada
Febrero En descenso Baja SC=CC | SC*=CC | SC*=CC | SC*<CC
: descenso SC SC SC
Abril
En En Estimulada | Estimulada | Estimulada a o &
Marzo En aumento descenso srowrn | i0cime | B0 edml || 5T eimel SC*<CC | SC*<CC | SC*=CC SC=CC
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Acumulacién de acidos organicos y dindmica estomatica.

Las determinaciones de acidos organicos fueron realizadas para detectar las diferencias en el
metabolismo MAC, entre las plantas con cera y sin cera. En ambos grupos se pudo apreciar la
acumulacion nocturna de acidos organicos que identifica este comportamiento metabolico.

En los meses de Junio, Octubre y Noviembre la acumulacion de acidos organicos tuvo diferencias

significativas, lo que indic6 una mayor acumulacion en las plantas sin cera (fig. 79).

Figura 79. Acumulacion de acidos organicos en Echeveria lau del mes de Junio. El analisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. El mes de Octubre y Noviembre se encontrd un comportamiento y diferencias
similares. Las barras representan = error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05.

Sitio: Invernadero

En la dindmica estomatica se encontrd que el patron inverso de apertura estomatica tipica del
metabolismo MAC no se presentd todos los meses, cambi6 para las plantas con cera y sin cera.
En el mes de Noviembre hubo diferencias significativas que indicaron que las plantas sin cera

tuvieron una mayor apertura estomatica (fig. 80).
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Figura 80. Apertura estomatica en Echeveria laui del mes de Noviembre. El analisis estadistico indico diferencias significativas
entre plantas con cera y plantas sin cera. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias

muestras por grupo, a < 0.05. Afio: 2010. Sitio: Invernadero.

El andlisis estadistico indic6 diferencias significativas en los meses de Diciembre, Febrero y

Abril, cuando se presentd una mayor apertura estomatica en las plantas con cera (fig. 81).

Figura 81. Apertura estomatica en Echeveria laui del mes de Abril (2011). El anélisis estadistico indico diferencias significativas
entre plantas con cera y plantas sin cera. En el mes de Diciembre (2010) y Febrero (2011) se encontré un comportamiento y
diferencias similares. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo,

0. < 0.05. Sitio: Invernadero.
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Temperatura de la hoja.

Al medir la temperatura de las hojas entre ambas plantas (con cera y sin cera) solamente se
registraron diferencias significativas durante el mes de Enero (fig. 82), cuando las hojas sin cera

presentaron una mayor temperatura.

Figura 82. Temperatura de las hojas de Echeveria laui del mes de Enero. Las barras representan =+ error estandar, n=3. ANOVA

de dos factores con varias muestras por grupo, a < 0.05. Afio 2011. Sitio: Invernadero.

Cuantificacion de Clorofilas.

Clorofila a. El analisis estadistico indico diferencias significativas en los meses de Diciembre,

Enero, Marzo y Abril, cuando hubo mayor cantidad de clorofila a en las plantas sin cera (fig. 83).
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Figura 83. Concentracion de clorofila a en Echeveria laui del mes de Enero. El analisis estadistico indico diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. En los meses de Diciembre (2010), Marzo y Abril (2011) se encontrd un
comportamiento y diferencias similares. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias

muestras por grupo, a < 0.05. Sitio: Invernadero.

Clorofila b. El analisis estadistico indico diferencias significativas en los meses de Diciembre y

Enero, cuando hubo mayor cantidad de clorofila b en las plantas sin cera (fig. 84).
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Figura 84. Concentracion de clorofila b en Echeveria laui en el mes de Enero (2011). El analisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. En el mes de Diciembre (2010) se encontré un comportamiento y diferencias
similares. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o < 0.05.

Sitio: Invernadero.
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En el mes de Junio, el analisis estadistico indico diferencias significativas pero a diferencia de las

anteriores, la mayor cantidad de clorofila b se presento en las plantas con cera (fig. 85).
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Figura 85. Concentracion de clorofila b en Echeveria laui en el mes de Junio. El analisis estadistico indic6 diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias

muestras por grupo, o < 0.05. Afio 2010. Sitio: Invernadero.

Clorofilas totales. En los meses de Diciembre y Enero, el analisis estadistico indico una mayor

concentracipon de clorofilas totales en las plantas sin cera (fig. 86).

91



8.0

B.O

70

6.0

4.0

3.0

20

1.0

0.0

Con cera

Hora

O &in cera

B Con cera

Figura 86. Concentracion de clorofilas totales en Echeveria laui en el mes de Enero (2011). El analisis estadistico indico

diferencias significativas entre plantas con cera y sin cera. En el mes de Diciembre (2010) se encontré un comportamiento y

diferencias similares. Las barras representan = error estdndar, n=3. ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, o <

0.05. Sitio: Invernadero.

Relacion clorofila a/b. El analisis estadistico indicé diferencias significativas en los meses de

Mayo, Junio, Julio, Enero y Febrero, en las plantas sin cera hubo una mayor relacion de clorofila

a/b (fig. 87).
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Figura 87. Relacion entre clorofila a y b en Echeveria laui en el mes de Enero (2011). El andlisis estadistico indicé diferencias
significativas entre plantas con cera y sin cera. En los meses de Mayo, Junio (2010) y Febrero (2011) se encontrd un

comportamiento y diferencias similares. Las barras representan + error estandar, n=3. ANOVA de dos factores con varias

muestras por grupo, a < 0.05. Sitio: Invernadero.

Perfil de pigmentos.

Los cromatogramas de los pigmentos de las plantas con cera y sin cera, se obtuvieron al finalizar
los 12 meses de experimentacion, debido a una diferencia de coloracion (tonalidad rojiza) que se
present6 en algunas plantas, entre las diferentes condiciones ambientales.

Los cromatogramas de las plantas con cera y sin cera fueron similares entre si, como en la
condiciébn ambienta Vivero Intensidad Baja. En el andlisis se encontraron los pigmentos
fotosintéticos clorofila a, b (fig. 40 y 41) pero en ningln tratamiento de esta condicion ambiental

se encontraron pigmentos relacionados a las xantofilas (no se presentan cromatogramas).
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Andlisis de cera.

Al analizar la cera de Echeveria laui mediante la cromatografia de gases/masas se obtuvo que su
composicion es de un 3.36% (aproximadamente) de eicosano, mientras que el pico mayor que se
muestra en el cromatograma (fig. 88) corresponde a un 64.98% (aproximadamente) de 12-

Oleanona-3-yl acetato.
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Figura 88. Cromatograma de la cera de la hoja de Echeveria laui.

Al analizar el espectro de masas del compuesto principal, se obtuvo una estructura pentaciclica,
caracteristica de los triterpenos (fig. 89). El compuesto tiene un peso molecular de m/e= 468,

cuya formula molecular es C32Hs20;.
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Figura 89. Espectro de masas del principal compuesto de la cera de la hoja de Echeveria laui.
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Generacioén de cera.

Echeveria laui es una crasulacea que se caracteriza por la abundante cera blanquecina que cubre
sus hojas. Esta cera se encuentra en la superficie de las hojas en grandes cantidades,
presentandose durante todo el ciclo de vida de la planta. Al no haber informacion del proceso que
ocurre en la planta para la generacion de esta cera, se tuvo la hipotesis de que al retirarla de la
superficie de la hoja se volveria a sintetizar y la hoja se recubriria de cera.

En las plantas que fueron colocadas bajo la condicion ambiental Vivero Intensidad Baja (fig. 90),
se observd que solamente las hojas cercanas al apice caulinar de la planta (3-4 visibles) se
volvian a cubrir de cera (fig. 90 A1-A2) después de 2 meses de que la cera se retiro.

Las hojas que ya no se encontraban en el centro del dpice no se recubrieron de cera, es decir, no
hay una re-sintesis. Después de 3 meses de haber sido removida la cera de manera mecanica de
las hojas de Echeveria laui (fig. 90 A3), se pudo observar que las hojas provenientes del apice
caulinar fueron las que estaban cubiertas de cera y su posiciéon va cambiando conforme crece la
crasulacea. Por lo tanto, solo las hojas nuevas de E. laui, tuvieron cera.

Al ser comparado el crecimiento de las plantas a las que se les retird la cera con las plantas con
cera, se observo que el retirar la cera no afectd de manera visible el desarrollo de la crasulacea

(fig. 90 B1-B3).
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Figura 90. Generacion de cera. A= Echeveria laui con remocion de cera. B= Echeveria laui sin remocion de cera.

1=Inicio de experimento. 2= Transcurridos 2 meses. 3= Transcurridos 3 meses. Sitio: Vivero Intensidad Baja.
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En las tres condiciones ambientales (VIB, VIA e INV) se observo los mismos resultados (fig. 91
y 92), las hojas cercanas al 4pice caulinar fueron las que estuvieron cubiertas de cera y la

remocion de esta no tuvo un efecto visible en el desarrollo de la crasulacea.

Figura 91. Generacion de cera. A= Echeveria laui con remocion de cera. B= Echeveria laui sin remocion de cera.

1= Inicio de experimento. 2= Transcurridos 2 meses. 3= Transcurridos 3 meses. Sitio: Vivero Intensidad Alta.
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Figura 92. Generacion de cera. A= Echeveria laui con remocioén de cera. B= Echeveria laui sin remocion de cera.

1= Inicio de experimento. 2= Transcurridos 2 meses. 3= Transcurridos 3 meses. Sitio: Invernadero.
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DISCUSION.

Cuantificacion de la fotosintesis mediante la cinética de emisidn de fluorescencia de la clorofila a.

En el VIB se observo que al existir temperatura elevada y humedad relativa baja, en las plantas
sin cera se afectd el acarreo en la cadena transportadora de electrones. Las fases OJIP se
inhibieron respecto al control afectando el indice de rendimiento Pl(abs) (Mayo, Junio 2010,
Febrero, Marzo, Abril 2011).

Cuando la temperatura disminuy6 y la humedad relativa se increment6, hubo un mejor transporte
de electrones en las plantas sin cera, cuando Pl(abs) resulté mayor (Octubre y Noviembre).

En VIB la mayor intensidad luminosa fue 62.8umolm™s, aun con una intensidad baja, se
pudieron encontrar valores ligeramente mayores en la eficiencia cuantica méxima de la reaccion
fotoquimica primaria (¢@po). Las plantas con cera tuvieron un valor mayor en la eficiencia con la
que un exciton atrapado puede mover un electron mas alla de Qa™ en la cadena transportadora de
electrones (Wo).

En VIA se observé que al haber una elevada temperatura e irradiacion luminosa y baja humedad
relativa, las plantas sin cera presentaron una inhibicion en las fases OJIP (Mayo, Junio, Agosto,
Octubre 2010, Marzo, Abril 2011). Cuando las condiciones climaticas fueron favorables (baja
intensidad de luz, temperatura y alta humedad relativa) las plantas sin cera tuvieron mayores
valores en @po, Wo, PEo ¥ Pl(abs), (Julio, Noviembre, Diciembre 2010, Enero, Febrero 2011). En
comparacion con los tratamientos de VIB, en estas condiciones ambientales hubo mayor
irradiacion luminica (385.2 pmolm™s' méxima), lo que se reflejo en los valores de la
fotoquimica primaria (¢po) y en la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un
electron mas alla de Qa™ en la cadena transportadora de electrones (o).

Por ultimo en el INV, las plantas sin cera presentaron inhibicion en las fases OJIP cuando hubo
altas irradiaciones y temperaturas pero baja humedad, invirtiéndose este comportamiento ante
condiciones opuestas, como sucedid6 en VIB y VIA. Sin embargo, en las tres condiciones
ambientales (VIB, VIA e INV), hubo ocasiones donde la inhibicién no se dio en las 3 fases, en el
mes de Julio, bajo las tres condiciones ambientales en las plantas sin cera solo se inhibid la fase J,

comportandose la fase I y P similar al control.
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En las plantas sin cera las fases J e I, se inhibieron pero P se comport6 de manera similar a las
plantas con cera, como sucedid en VIB (Octubre, Noviembre, Febrero, Marzo, Abril), VIA

(Mayo, Junio, Agosto, Octubre, Marzo, Abril) e INV (Junio, Agosto, Noviembre y Diciembre).

En las tres condiciones ambientales, se observaron diferentes comportamientos, pero a grandes
rasgos, en los meses cuya temperatura e irradiacion luminosa fueron elevadas y la humedad
relativa fue baja, las plantas con cera presentaron un transporte en la cadena transportadora de
electrones eficiente. Bajo estas condiciones, en los tres sitios se observé en las plantas sin cera
una inhibicion en la cadena transportadora, particularmente en la fase J lo que indica que existe
una acumulaciéon de Qa”, donde puede o no existir flujo de electrones mas allad de este aceptor
reducido (Valdés, 2005).

Entre los sitios de Vivero Intensidad Baja (VIB) y Vivero Intensidad Alta (VIA), el factor que
sufri6 mayor modificacion fue la irradiacion luminica, las plantas sin cera colocadas en VIB
presentaron ligeras diferencias en los valores de la fotoquimica primaria (¢p,), con respecto a las
plantas control, mientras que las plantas sin cera que estuvieron en VIA tuvieron mayores
diferencias, lo cual es atribuible a la irradiacion luminosa, ya que ¢po, se refiere a la fase
luminosa y su valor puede ser modificado por la intensidad luminica (Gonzalez et al., 2008).

Por otro lado, en lo que respecta a la eficiencia con la que un excitdon atrapado puede mover un
electron mas alld de Qa™ en la cadena transportadora de electrones (o) este valor siempre resultd
ser mas elevado en las plantas con cera debido a que esta relacionado a la fase térmica y su valor
no lo modifica la luz pero si la temperatura (Gonzalez et al.2008). La temperatura altera el estado
redox de los componentes de la cadena de transporte de electronico fotosintético (Alfonso et al.,
2000).

Ademéds, de que en las plantas sin cera suele presentarse un incremento en Fo (fluorescencia
minima), el incremento de este parametro se debe a una oxidacion deficiente de Qa”, afectando de
esta forma los procesos fototermales, como la reduccion de Qg y plastoquinona, esto se relaciona
con el cierre de centros de reaccion por la reduccion de Qa y la reduccion del pool de quinonas

(Valdés, 2005), debido a que cuando los centros de reaccidon se encuentra ‘“‘cerrados” estan
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totalmente reducidos. La presencia de estos conduce a una disminucion en la eficiencia
fotoquimica, con un correspondiente aumento en la fluorescencia (Gonzalez et al., 2008).

Cuando disminuye la captaciéon de energia, el desequilibrio que existe entre la actividad de la
fijacion del CO» y la cantidad de energia luminica que es capturada y utilizada en la fotoquimica
causa un incremento de Qa” y aumento de centros de reaccion inactivos, se puede provocar la
fotoinhibicion, ya que incrementa la energia disipada por calor (Kitao et al., 1997), como lo que
ocurre en las plantas a las cuales se les retiré la cera. El fotosistema II (PSII) es el blanco
principal de los factores que provocan los distintos tipos de estrés abiotico (Kriiger et al., 1997),
por ejemplo, la luz dafia principalmente al PSII produciendo inactivacion del transporte
electronico y dafios en las subunidades del centro de reaccion, estos dafios inducidos por la luz
representan un problema para la planta cuando la velocidad con la que se produce el dafio excede
la capacidad de reparacion. Esta situacion se conoce con el nombre de fotoinhibicion, esta se ve
favorecida por la exposicion prolongada a intensidad de luz alta, temperaturas altas o bajas,
deficiencia de agua o de CO., cuando la planta se encuentra sometida a alguno de estas formas de
estrés, la fotoinhibicion puede suceder incluso a intensidades de luz moderadas (Andersson y
Aro, 2001). Con el fin de evitar o minimizar la fotoinhibicion, las plantas han desarrollado varias
estrategias, las cuales se basan en cambios en la distribucion de la antena del PSII entre los dos
fotosistemas (transiciones de estado), en la disipacion del exceso de energia captado en forma de
calor y principalmente en la reparacion del PSII, reemplazando sus proteinas dafiadas (Aro et al.,
1993).

En algunas ocasiones se pudo apreciar inhibida la fase J en el andlisis OJIP, pero existia un
comportamiento similar en la fase I, I y P, o solo P entre las plantas con cera y sin cera. Cuando
existe una inflexion en estas fases, la reduccion (Qs hasta plastoquinona) puede darse debido a la
clororespiracion (Haldiman y Tsimilli, 2002) o por la presencia de un donador alternativo de
electrones como la prolina (De Ronde et al., 2004).

La cera es otra estrategia mediante la cual, la planta puede protegerse de las elevadas
irradiaciones luminosas, se ha visto que varias especies de plantas que experimentan de manera
natural altos niveles de UV-B desarrollan hojas glaucas o pubescentes, estas pueden ser
ventajosas en dichos ambientes (Karabourniotis et al,. 1993; Barnes et al., 1994). La cera
epidérmica en Cotyledon orbiculata posee una funcion fotoprotectora como fotoinhibidor de luz,

cuando se retird la cera de esta planta la eficiencia del PSII se redujo un 50% (Robinson et al.,
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1993), justo como ocurre en plantas de E. laui en su ambiente natural o bajo altas irradiaciones
luminicas.

La cera posee propiedades reflectoras y dota a las hojas de una pantalla parcial de sombra,
reduciendo la absorcion y potencial dafio por el exceso de luz (Robinson et al., 1993), por lo que

actiia como un bloqueador no especifico de la incidencia de luz (Barker et al., 1997)

Por otra parte, cuando hubo bajas temperaturas e irradiaciones luminicas pero un incremento en
la humedad relativa del ambiente, las plantas sin cera tendieron a presentar valores semejantes e
inclusive mayores (Plabs) a los de las plantas control, es decir se estimul6 la cadena transportadora
de electrones. Al presentarse menores irradiaciones luminosas, la cera puede decrecer la
absorcion de luz (Robinson, et al., 1993), y reducir la fotosintesis, tal y como se ha observado en
pino (Stika spruce ), la cera encontrada en su antecamara estomatica reduce la fotosintesis a 1/3

de su capacidad (Jeffree et al., 1971).

En cuanto a las plantas de Echeveria laui que fueron muestreadas en su sitio de origen, se
observo que al presentarse elevadas temperaturas, irradiaciones luminosas y baja humedad
relativa, la cadena transportadora de electrones es muy baja en ambas plantas (con cera y sin
cera) y hubo una gran cantidad de centros de reaccion apagados. El apagado de centros de
reaccion no necesariamente es un proceso dafiino, sino que es un mecanismo fotoprotector (De
Ronde et al, 2004). Se ha visto que la activacion e inactivacion de centros de reaccion puede ser
caracteristico en organismos que pueden adaptar su aparato fotosintético a los efectos de los
diferentes tipos de estrés abiotico (Valdés, 2005).

En época de lluvias (Julio-Septiembre), el transporte en las plantas con cera resulta ser efectivo,
en comparacion a las plantas sin cera, que presentan un nulo transporte de energia y una gran
cantidad de centros de reaccion apagados. Las reacciones del transporte electronico en plantas
suculentas del desierto, toleran altas temperaturas, lo que les permite a estas plantas aclimatarse a
las variaciones estacionales de este factor, como se ha visto en Agave deserti y Opuntia ficus-
indica, la alta tolerancia que presentan estas suculentas a las temperaturas elevadas, las capacita

para sobrevivir en desiertos calidos (Mahadev, y Nobel, 1987). A pesar de las elevadas
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temperaturas e irradiaciones luminicas y bajas humedades relativas a las que esta sometida E. laui
en su sitio de origen, se registro que la planta es capaz de mantener su fotosintesis con ayuda de
la cera, especificamente permite el buen acarreo en la cadena transportadora de electrones, lo que
indica que E. laui se trata de una especie tolerante al estrés (como lo sefiala Pifia-Poujol et al.,
2007) y que la cera de sus hojas protege su maquinaria fotosintética de las elevadas irradiaciones

luminosas y las altas temperaturas.

Acumulacién de &cidos organicos y Dinamica estomatica.

En lo que respecta a estas pruebas, solamente se encontraron diferencias significativas en ciertos
meses (a diferencia de las pruebas de fluorescencia).

En el sitio VIB encontramos en dos meses (Mayo y Junio) que en las plantas sin cera hubo una
mayor acumulacion de acidez. Sin embargo, a pesar de que no existieron diferencias en los demas
meses entre las plantas con cera y sin cera, si se pudo detectar en ambos tratamientos las cuatro
fases del metabolismo MAC. Este tipo de metabolismo se presentd a pesar de la baja irradiacion
luminica (62. 8 pmolm™s™!), ya que se ha visto que aunque no exista una alta irradiacién luminica
puede haber altos niveles de acidez en especies MAC, como sucede en P. weberi, S. stellatus y E.
chiotilla, (Hernandez-Gonzalez y Briones, 2007).

En las condiciones ambientales VIA e INV, las plantas sin cera tuvieron una mayor
concentracion de acidos orgéanicos en los meses de Mayo (VIA), Junio, Octubre y Noviembre
(INV), meses que tuvieron una alta irradiacion luminica.

En las plantas colocadas en VIA, en Septiembre, Diciembre y Marzo, las plantas con cera
acumularon mas acido, en estos meses se presentd una elevada humedad relativa y bajas
temperaturas e irradiaciones luminicas.

En las tres condiciones ambientales (VIB, VIA e INV) se pudo detectar el metabolismo MAC, a
pesar de las diferencias entre luz, temperatura y humedad relativa, lo que nos permite corroborar
la habilidad de estas plantas para optimizar su eficiencia fotosintética, con lo que evitan la
sobreenergizacion del fotosistema II (Griffiths y Smith, 1983; Adams et al., 1987; Barker y
Adams, 1997; De Mattos et al., 1997; Liittge, 2004).

El metabolismo MAC puede ser modificado por factores ambientales tales como: fotoperiodo,

temperatura diurna y la cantidad de agua disponible en el ambiente (Mandujano, 1988), pero al
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parecer la ausencia de cera en la superficie de las hojas de E. laui no es capaz por si sola de
modificar este metabolismo en la planta, inclusive ain se discute la presencia de la cera en la

acumulacion de acidez nocturna (Robinson et. al., 1993).

En lo que respecta a la dindmica estomatica, en los sitios VIB e INV, hubo meses que presentaron
mayor apertura en la noche en las plantas sin cera, (meses con elevada humedad relativa), y otros
donde fueron las plantas con cera donde se observo la mayor apertura nocturna, estos meses
tuvieron bajas temperaturas e irradiaciones luminicas y altas humedades relativas. Sin embargo,
el criterio de que los estomas estén abiertos durante la noche y cerrados durante las horas de luz
del dia que corresponde a la fase III del MAC (Ting y Rayder, 1985; Medina et al, 1989), si fue
evidente a lo largo de todo el afio, en las plantas con cera y sin cera colocadas en las tres
condiciones ambientales.

También se pudo apreciar, que las plantas de E. laui no cierran todos sus estomas completamente
en el dia, se sabe que algunas plantas MAC no cierran sus estomas completamente durante el dia,
lo cual trae como consecuencia la pérdida de agua durante el periodo de luz por transpiracion
(Osmond, 1978), pero también la presencia de cera contribuye a aumentar los valores de
resistencia estomatica y cuticular a la pérdida de agua (Ting y Szarek, 1975) lo que le podria
explicar por qué E. laui no cierra completamente sus estomas.

En Echeveria laui, la cera protege al aparato fotosintético y junto con metabolismo el CAM (y la
capacidad de ser modificado) proveen a esta crasulacea las herramientas necesarias para

sobrevivir en su sitio de origen.

Temperatura.

Al igual que en las pruebas anteriores, solo hubo diferencias puntuales en Julio para VIB, Agosto
en VIA y Enero en INV. Estos meses tuvieron temperaturas ambientales elevadas, asi que,
aunado a que hemos visto como afecta en los valores de fluorescencia el retirar la cera, en estos
meses, la cera permitio a las hojas de las plantas con cera, tener una menor temperatura. Sin
embargo, esto no parece tener efecto sobre la acidez, lo que sustenta el hecho de que no parece

existir una temperatura Optima para el metabolismo 4cido, sino mas bien un rango de temperatura
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que puede estar por debajo de 20°C durante la noche y mas de 25°C durante el dia, dependiendo
de la planta y el lugar donde esta habite (Mandujano, 1988). Aunque el efecto de la temperatura
sobre el proceso de fijacion del CO> en las plantas MAC, ha sido muy discutido (Nobel y
Hartsock, 1979).

Cuantificacion de clorofila.

En el sitio VIB fue constante que las plantas sin cera tuvieran mayor cantidad de clorofila a, b y
totales solamente en el mes de Junio, el cual tuvo una elevada temperatura e irradiacion luminica,
pero baja humedad relativa, mientras que en el sitio INV, se present6 el mismo efecto pero en los
meses de Diciembre y Enero, donde hubo elevada humedad relativa y bajas temperaturas e
irradiaciones luminicas.

En cuanto al cociente de clorofila a/b, este varid entre 1 y 2.5 dependiendo del mes y de la
condicién ambiental, pero casi no hubo variacidon entre las plantas con cera y sin cera. Estos
valores no corresponden con los de las plantas crecidas en pleno sol, el cual es de alrededor de 4-
5 para hojas de plantas crecidas en pleno sol y de 2.5 para plantas crecidas en sombra (Azcon-
Bieto y Talon, 2008). Tal vez esto podria indicar que E. laui requiere de intensidades luminosas
mas elevadas (como las de Santiago Quiotepec) y que la cera la protege de la elevada irradiacion
luminica de donde es originaria esta especie.

Echeveria laui no tuvo variacion entre el cociente de clorofila a/b entre las plantas con cera y sin
cera. Se han reportado otros miembros de la familia, como Cotyledon orbiculata donde el
cociente de clorofila a/b permanece constante durante el desarrollo del organismo (Barker et al.,

1997).

Perfil de pigmentos.

El andlisis de los pigmentos en HPLC se realizo debido a que la plantas presentaron una
coloracion rojiza, las plantas sometidas a altas irradiaciones luminicas (VIA) presentaron otros
pigmentos ademas de las clorofilas a y b, tales como la violaxantina (en plantas con cera y sin

cera) y la zeaxantina (plantas sin cera).
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La presencia de estos pigmentos, confirma el papel de la cera en la proteccidon contra las altas
irradiaciones de luz, ya que la violaxantina es un pigmento del ciclo de las xantofilas que se
presenta en bajas condiciones luminosas, este compuesto se convierte a la molécula intermediaria
anteraxantina para depoxidarse y da lugar a la zeaxantina, un compuesto que permite la
disipacion de la energia como calor (Taiz y Zeiger, 2002). Este es uno de los mecanismos
adaptativos que han desarrollado la mayoria de las plantas para evitar los dafos oxidativos
(D’'Haese et al., 2004). Este mecanismo no se presento en las plantas bajo la condicion ambiental
VIB e INV, pero al estar presente en la condicion ambiental VIA, nos indica que junto con la cera
y el metabolismo MAC, E. laui es una planta adaptada para vivir en condiciones extremas y
soportar estrés por luz y temperatura.

La diferencia encontrada entre las plantas con cera y sin cera coincide con lo reportado por
Robinson y colaboradores (1993), quienes retiraron la cera de las hojas en otra crasuldcea
(Cotyledon orbiculata) encontrando grandes concentraciones de intermediarios del ciclo de las
xantofilas en las hojas sin cera y se correlacionaron con grandes niveles de disipacion de energia
en hojas jovenes (Robinson et al., 1993).

En lo que respecta a la coloracion rojiza que se presento en las plantas de la condicion ambiental
VIA, solo se pudo apreciar (bajo microscopio estereoscopico) que el color provino de unas placas
que se encontraban dispuestas a manera horizontal debajo de la epidermis de la hoja (datos no
mostrados) y no se realizé ningun analisis del compuesto. Compuestos con apariencia similar han
sido reportados en otros miembros de la familia de las crasuldceas, se han reportado numerosas
células con taninos (Crassula argéntea) y antocianinas (Cotyledon orbiculata), los cuales poseen
tonalidades rojizas y se disponen a manera de placas debajo de la epidermis de sus hojas (Rost,
1969; Barker et al., 1997). Las antocianinas se han reportado como fotoprotectores externos que
incrementan la reflectividad de la luz (Robinson et al., 1993).

En caso de que el compuesto observado fuese el que se encontré en Cotyledon orbiculata
(antocianinas), este seria un compuesto que le brinda una mayor proteccion a E. laui y por tanto

una ventaja adaptativa en su ambiente.
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Andlisis de cera.

La superficie fotosintética en plantas CAM se caracteriza por la disposicion de grandes
cantidades de cera (Silva y Silva, 2001). El término ceras se usa en un sentido amplio que incluye
compuestos ciclicos como los triterpenoides pentaciclicos (Riederer y Markstidter, 1996), estos
son un grupo de metabolitos secundarios derivados del escualeno, cuya caracteristica es que
contienen 30 atomos de carbono. Su funcién ecoldgica y fisiologica ha sido pobremente
entendida hasta la fecha (Guhling et al., 2006), no estan claras las funciones generales de los
triterpenoides cuticulares (vanMaarseveen et al., 2009), en Dudleya brittonii y D. farinosa parece
estar relacionado con la distribucion geografica y la morfologia de la flor (Manheim, y Mulroy,

1978).

La fraccion de triterpenoide cuticular de muchas especies de plantas esta dominada por el lupeol,
o-amyrina y/o B-amyrina (Hemmers et al., 1988; Wollenweber et al., 1999; Guhling et al.,
2006). Las ceras cuticulares comprenden tipicamente series homoélogas de n-acidos saturados de
Cx (Croteau, y Fagerson, 1971), ademas muchas especies de plantas también contienen

compuestos ciclicos (Giilz et al., 1992; Jetter et al., 2002; Ji y Jetter, 2008).

Echeveria laui posee eicosano (3.36%) y un triterpeno en un 64.98%. En Sedum los alcanos (Cis-
Css) y triterpenoides son los constituyentes mayores de la cera (Stevens et al., 1994). Los
triterpenoides, tocoferoles y compuestos aromaticos pueden estar presentes en cantidades que
varian de trazas hasta mayores al 50% en el total de la mezcla de ceras algunas especies
(vanMaarseveen, y Jetter, 2009). Grandes cantidades de triterpenoides se han encontrado
especialmente en las ceras de tallo de crasulaceas (Manheim et al., 1978), como en Kalanchoe
daigremontiana donde los triterpenoides dominan la mezcla de la cera, un 74% en hojas nuevas y
un 45% en hojas viejas (vanMaarseveen et al., 2009). Los triterpenoides se han reportado en la
cera de las hojas de Bryophyllum, Dudleya Britt y Rose, Echeveria y Kalanchoe (Hegnaver,
1989).

El triterpenoide encontrado en Echeveria laui presenta semejanza con el f-amyrenil acetato, ya
ha sido aislado de ceras de Dudleya brittonii y D. farinosa (Manheim, y Mulroy, 1978), este

compuesto es el que da una apariencia glauca a la superficie de las plantas (Manheim et al.,
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1978). En Sedum se detectaron 14 triterpenos, el mas abundante fue el f-amyrenil acetato
(Stevens et al., 1994), en la cera de Echeveria secunda Booth exLindl (Horn, y Lamberton,
1964), en Kalanchoe fedtschenkoi, K. gastonis-bonnieri, K. marnieriana, K. miniata, K. pumila 'y
K. thyrsiflora se han reportado glutinol, glutinona y f-amyrenona en los constituyentes de la cera
(Siems et al., 1995).

El B-amyrin acetato se ha encontrado como el compuesto mayor en la composicion de la cera y

esta relacionado muy cercanamente con el género Echeveria (Horn y Lamberton, 1964).

Generacion de cera.

Echeveria laui es una crasulacea del territorio mexicano poseedora de una inigualable belleza de
su roseta y la abundante cera blanquecina que cubre sus hojas suculentas, (Gonzalez, 2007). De
manera empirica, se creia que al retirar la cera de las hojas (por contacto) esta era re-sintetizada
por la planta. En este trabajo se comprob6 que la sintesis de esta cera solamente se da en la parte
apical de la planta y que las hojas maduras no la sintetizan de nuevo si se es removida.

De tal forma, que la génesis de la cera representa un tema de estudio de suma importancia, ya que
a diferencia de otros miembros de la familia Crassulaceae, Echeveria laui no resintetiza la cera al
removerla de la superficie de su hoja, ni la sintetiza conforme a su desarrollo, como se ha visto en
Kalanchoe daigremontiana, donde al propagar la crasulacea por esqueje de hoja se esta crece sin
cera y se va cubriendo conforme la hoja va creciendo, encontrando que después de 53 dias la cera
cuticular cubre las hojas y la acumulacion de la misma permanece constante deteniéndose su
biosintesis de manera simultanea con la expansion de la hoja (vanMaarseveen et al., 2009), caso
contrario a E. laui, donde la hoja continua su expansion sin sintesis de cera.

También se ha monitoreado el desarrollo de Cotyledon orbiculata y (al contrario de E. laui) las
hojas nuevas de la planta crecen sin cera, esta se va depositando en la superficie de la hoja
conforme a la edad de la misma (Barker et al., 1997), encontrando que hasta el dia 35 de su

desarrollo se recubre totalmente de cera (Robinson et al., 1993).

109



CONCLUSION.

e La cera protege el aparato fotosintético de E. laui, especificamente favorece un efectivo

acarreo de electrones mas alla de Qa".

e La cera protege de las elevadas irradiaciones luminosas (¢p,) y de las elevadas
temperaturas (\y,) de su sitio de origen.

e La cera permite un mayor indice de rendimiento fotosintético (Plabs) en E. laui.

e La cera, junto con el metabolismo MAC, hace de E. laui una planta tolerante al estrés.

e La cera no modifica la acumulacion de acidos organicos ni la dindmica estomdtica de E.

laui.

e [a cera aunada al ciclo de las xantofilas y la presencia de otros compuestos
fotoprotectores permiten a E. laui protegerse de las altas irradiaciones luminosas y
dispersar el exceso de energia como calor.

e La cera de E. laui estd compuesta principalmente por triterpenos, especificamente de 12-
oleanona-3yl-acetato, el cual guarda mucha similitud con el -amyrenil acetato reportado
para otras crasulaceas.

e La sintesis de cera de Echeveria laui solo se da en las hojas jovenes cercanas al apice

(hojas nuevas), y las hojas a las que se les ha retirado la cera no vuelven a producirla.
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