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RESUMEN

Los tricomas son protuberancias que se encuentran en diferentes partes de la
epidermis de muchas especies de plantas, los cuales les permiten tolerar
condiciones de estrés abidtico como alta radiacion solar y sequia. En algunos
casos, los tricomas cubren el tallo completo, como en el caso del cactus
Astrophytum myriostigma. La presente investigacion tiene como objetivo
determinar la funcion de los tricomas de A. myriostigma, evaluando su efecto en la
ecofisiologia y anatomia de la planta, asi como en la interaccion bacterias-
rizosfera. Se realizaron dos tratamientos: plantas con tricomas y plantas sin
tricomas, a estas ultimas les fueron removidos los tricomascon ayuda de una
navaja de microtomo sin dafiar la cuticula. Se evaluaron diversas respuestas
relacionadas con la ecofisiologia de la planta como la eficiencia cuantica maxima
del fotosistema Il (Fy/Fp), la eficiencia cuantica efectiva del PSII (¢psy), la tasa de
trasporte de electrones (ETR, por sus siglas en inglés), los pigmentos
fotosintéticos, el potencial osmotico (como estimador del potencial hidrico de la
planta) y la conductancia estomatica. Se determinaron modificaciones anatomicas
en las plantas en respuesta al estrés ocasionado por la remocion de los tricomas.
Por ultimo, se realizo el estudio de densidad de bacterias mediante cultivo en
placa y métodos moleculares mediante qPCR por la orientacion del gen nifH,
utilizando los primers FPGH19 y polr en las plantas con y sin tricomas. Al remover
los tricomas la capa frontera estuvo ausente y se observo una deshidratacion
aparente. Se encontr6 también, al final del experimento, disminucion de la
eficiencia cuantica efectiva del fotosistema Il (®pg)), de la tasa de transporte de
electrones, de las clorofilas a, b y totales, de la clorofila a/b, a/b y del nUmero de
cloroplastos, lo que nos indica que los fotosistemas se vieron afectados. Ademas,
se observo un aumento de raices adventicias y se encontr6 un aumento en el
namero de bacterias fijadoras de nitrégeno, lo cual indica que cuando las plantas
estan estresadas la abundancia de bacterias aumenta para ayudar a tolerar el
estrés abiotico. Las plantas sufrieron modificaciones anatémicas como la
disminucién del nimero de cloroplastos, el aumento de la frecuencia de vasos en

el tallo y el que éstos se encontraran mas cercanos a parénquima, ademas de que
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mostraron contraccién del cilindro vascular sin colapsarse. Estos resultados
ayudan a explicar el por qué no hubo diferencias en potencial osmotico y
conductividad hidraulica. Al final del experimento tampoco se encontraron
diferencias en conductancia estomatica, lo cual podria explicarse por el hecho de
que se formo una peridermis suberificada en las plantas sin tricomas. En sintesis,
la funcién de los tricomas de A. myriostigma es tanto evitar la pérdida de agua
como dar sombreado a las plantas, por lo que la remocién de tricomas afecta su
fisiologia y su anatomia. Sin embargo, cuando las plantas se encuentran
estresadas el numero de bacterias fijadoras de nitrdgeno aumenta, con el fin de

ayudar a tolerar el estrés.
Palabras clave: Astrophytum myriostigma, bacterias fijjadoras de nitrogeno,

contraccion de médula, eficiencia fotosintética, haces vasculares, pigmentos,

tricomas.
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ABSTRACT

Trichomes are protuberances located in different parts of the epidermis of many
plant species, which allow them to tolerate abiotic stress conditions such as high
solar radiation and drought. In some cases, trichomes cover the entire stem, such
as in the cactus Astrophytum myriostigma. This research aims to determine the
role of trichomes of A. myriostigma, assessing their impact on the ecophysiology
and anatomy of the plant as well as the bacteria-rhizosphere interaction. There
were two treatments: plants with trichomes and plants without them. Trichomes
were removed using a microtomo knife without damaging the cuticle. Several
response variables related to plant ecophysiology were evaluated, like maximum
quantum efficiency of photosystem Il (F,/Fn), effective quantum efficiency of PSII
(0P SII), electron transport rate (ETR), photosynthetic pigments, osmotic potential
(as an estimator of water potential), and stomatal conductance. Anatomical
changes in plants without trichomes were determined. Density of bacteria in plants
with and without trichomes was performed by culture in Petri dishes and molecular
methods through qPCR by the orientation of the gen nifH, using the primers
FPGH19 and polr. In plants without trichomes the border layer was absent and an
apparent dehydration was observed. At the end of the experiment, plants without
trichomes had a decrease in ®pg, ETR, chlorophyls a and b, a/b, total chlorophyll,
and chloroplast number, indicating that the photosystems were affected. Plants
without trichomes had also high roots and high number of nitrogen-fixing bacteria,
which seem to indicate that when plants are stressed they increase bacteria
density to help tolerate abiotic stress. Anatomical changes to protect the plant
without trichomes were observed, such as low chloroplast number, low vessel
number, vessels closer to the parenchyma, contraction of the pitch, and contraction
of the vascular system but without collapsing. These findings help to explain the
similar osmotic potential and hydraulic conductivity in plants with trichomes and
without them. Similar stomatic conductance was also found, which could be
explained by the fact that a suberificated peridermis was shaped in plants without
trichomes. In conclusion, the function of the trichomes in A. myriostigma is to

prevent water loss by shading the plant; thus, trichome removal negatively affects
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plant physiology and anatomy. However, when plants are stressed (without
trichomes) they increase the number of nitrogen-fixing bacteria in order to help

tolerate stress.

Key words: Astrophytum myriostigma, contraction of the pitch, nitrogen-fixing

bacteria, photosynthetic efficiency, pigments, trichomes, vascular system.
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1.

INTRODUCCION

México posee la mayor riqueza de especies de la familia Cactaceae, con un indice
alto de endemismo tanto a nivel genérico (73%) como a nivel especifico (78%), por
lo que estas especies son elementos importantes en la estructura y dinamica de
las comunidades en las regiones aridas y semiaridas del pais (Hernandez y
Godinez, 1994). Sin embargo muchas de estas plantas estdn sujetas a presiones
de colecta y a la destruccion de su habitat; en consecuencia, un numero
significativo de estas especies estan dentro de los listados de plantas en categoria
de riesgo (Hernadndez y Godinez, 1994; Guzman et al., 2003).

Las cactdceas poseen caracteristicas anatdmicas, morfolégicas vy
fisiologicas unicas que les permiten tolerar condiciones climéaticas extremas y
completar su ciclo de vida, como son suculencia de tallos, fotosintesis CAM,
cuticula gruesa, espinas y tricomas que aparentemente interceptan parte de la
radiacion solar (Gibson y Nobel, 1986). De todas las caracteristicas mencionadas,
los tricomas son de las menos estudiadas, pero se ha generalizado que estas
estructuras son una adaptacion que han adquirido algunas plantas para sobrevivir
en ambientes extremos (Benzing, 1976; Tissier, 2012). Los tricomas son
protuberancias en la epidermis de las plantas y son altamente variables en forma,
citologia y funcion (Uphof, 1962; Johnson, 1975; Spring, 2000; Wagner et al.,
2004). Segun su funcion, se han reconocido dos grupos: i) como adaptaciones al
medio ambiente, y i) como mecanismo de defensa fisico—quimico contra
patégenos o depredadores (Johnson, 1975).

Los tricomas pueden ser estructuras simples o multicelulares que se
originan de células epidérmicas de los tejidos de las plantas (Fahn, 2000). Estas
estructuras se encuentran en diferentes superficies de casi todas las
angiospermas y pueden alterar la capa frontera por encima de la superficie de la
hoja 6 tallo fotosintético, teniendo una o varias funciones como la disminucién de
la transpiracién; la regulacién de la temperatura a través de la reducciéon de la
absorcion de energia radiante o por aumento de la disipacion de energia; asi
como la intercepcion de luz y la toma de agua del rocio (Fahn, 1986;

Aschenbrenner et al., 2013). Sin embargo, la efectividad de estas funciones



depende de las caracteristicas morfoldgicas y mecanicas de los tricomas, como
densidad, tamafio, forma, textura de su superficie y orientacion (Ehleringer, 1984;
Wagner et al., 2004).

Diversas cactaceas estan asociadas con microorganismos en su rizésfera,
la simbiosis planta-rizésfera es benéfica para el desarrollo tanto de la planta como
de los microrganismos ya que estas tienen un efecto a partir de las raices de las
plantas sobre el suelo circundante, afectando la biologia y quimica del suelo. Se
estima que las plantas liberan a través de sus exudados radicales entre un 20% y
48% de sus productos fotosintéticos entre ellos azlUcares solubles, aminoacidos,
hormonas, vitaminas, acidos organicos entre otros; estos son factores claves en
las tasas de crecimiento de los microrganismos (Uren, 2001). La densidad
bacteriana de la rizosfera es generalmente mucho mayor que la densidad
bacteriana del resto del suelo debido a la elevada concentracion de nutrientes que
aporta la planta en esta zona (Bais et al., 2006) y los microrganismos que
participan en la transformacién de compuestos organicos e inorganicos y en la
movilidad de los macro y micronutrientes, producen hormonas promotoras del
crecimiento, estimulan la germinacién de las semillas y protegen a las plantas de
estrés hidrico y abiético (Wolfe y Klinomoros, 2005; Morell y Hernadndez, 2008).

En la rizésfera pueden existir diferentes tipos de bacterias, unas de las mas
importantes son las fijadoras de nitrdgeno, debido a que pueden aprovechar
directamente el nitrogeno del aire originando compuestos absorbibles y
susceptibles de incorporarse a la composicion del suelo (Calvo, 2004). Ademas de
este tipo de bacterias, en la rizosfera de las cactdceas también puede haber
bacterias que disuelven fosforo y hierro, e incluso que producen hormonas
vegetales. Sin embargo, los estudios aun son pocos en comparacion con el
namero de especies en la familia, alrededor de 1800 (Puente et al., 2004a,b, 2009;
Lopez etal., 2009, 2012).

Astrophytum myriostigma Lem. es una cactacea que esta catalogada en
riesgo de extincion segun la NOM-059-SEMARNAT-2010, debido al saqueo
sistematico de sus individuos en el campo (SEMARNAT, 2010). Esta especie se

encuentra ampliamente distribuida en matorrales rosetofilos en los estados de San



Luis Potosi, Coahuila, Nuevo Le6n y Tamaulipas; en San Luis Potosi se encuentra
principalmente en los municipios de Guadalcazar y Matehuala (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991). El género Astrophytum surgié hace aproximadamente
11.5 millones de afios (Hernandez-Hernandez et al., 2014), todas las especies de
este género presentan tricomas y alguna de ellas tienen espinas (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada, 1991; Anderson, 2001). Astrophytum myriostigma es una
especie que se caracteriza por la presencia de tricomas en toda su superficie, sin
presentar espinas (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991; Anderson, 2001).

Es probable que los tricomas de Astrophytum myriostigma, en conjunto con
la accion de las bacterias de su rizdsfera, le otorguen tolerancia a diferentes tipos
de estrés abidtico. Lux y Kopunec (1992) estudiaron plantas de Astrophytum
myriostigma y Astrophytum ornatum con y sin tricomas (a las udltimas se los
quitaron manualmente) y encontraron que sus tricomas estdn adaptados a tomar
agua en fase gaseosa (neblina), al encontrar casi 10 veces mayor toma de agua
en la fase gaseosa en superficies con tricomas que sin tricomas. Sin embargo, los
autores no realizaron estudios sobre modificaciones anatomicas y efectos sobre
su fisiologia por la pérdida de tricomas. Lépez et al. (2011) mencionan que existe
una relacion directa entre el correcto funcionamiento de los cactus y la biota del
suelo, sin embargo se desconoce cuéles son los efectos de las modificaciones
anatémicas y fisioldgicas en las poblaciones bacterianas. Es necesario realizar
estudios para determinar la funcion de los tricomas en la ecofisiologia y anatomia
de la planta, e inclusive conocer si los tricomas influyen en la abundancia de
bacterias generales y especifico fijadoras de nitrégeno. Todos estos resultados
pueden ayudar a comprender mejor las adaptaciones que han llevado a la

supervivencia de A. myriostigma en los ambientes aridos y semiaridos.



1.1 Hipotesis

Los tricomas de Astrophytum myriostigma le dardn proteccién contra la alta
radiacion solar y la pérdida de humedad por transpiracion, por lo tanto tendran un
mejor desarrollo tanto fisiolégico como anatémico y, al no estar estresadas, no
mostraran alta abundancia de bacterias generales y bacterias fijadoras de

nitrégeno en su rizésfera.

1.2 Objetivo general
Determinar la funcion de los tricomas de Astrophytum myriostigma, evaluando su
efecto en la ecofisiologia y anatomia de la planta, asi como en la interaccion

bacterias-rizosfera.

1.3 Objetivos especificos

Determinar la funcion de los tricomas a partir de la remocién de éstos en la
ecofisiologia de las plantas de Astrophytum myriostigma.

Evaluar el efecto de la remocidn de los tricomas en la anatomia de las plantas de
Astrophytum myriostigma.

Determinar la abundancia de bacterias generales y fijadoras de nitrégeno en la
rizosfera de A. myriostigma con y sin tricomas, por medio de métodos

dependientes de cultivo y por métodos moleculares.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Especie de estudio

Astrophytum myriostigma es comunmente llamada bonete o birrete de obispo. En
esta especie una seccion transversal del tallo revela una forma perfecta en forma
de estrella con una altura de 10 a 60 cm y un diametro de 10 a 20 cm, tallo simple
0 cespitoso, globoso hasta cilindrico con aristas desde muy agudas a ligeramente
redondeadas con surcos bien marcados, espinas ausentes. Presenta tricomas
blancos de manera variable, a veces tupido, en otros glabros, unicelulares o
multicelulares lo que le proporciona una textura aterciopelada al tacto y apariencia
ceniza son considerados como estructuras que ayudan en la absorcién de agua

(Bravo-Hollis y Sdnchez-Mejorada, 1991).

2.2 Disefio experimental

Se colocaron plantas de Astrophytum myriostigma de aproximadamente 10 cm de
alto en el invernadero de la Division de Ciencias Ambientales del IPICYT, bajo
riego semanal a capacidad de campo. El disefio experimental incluye plantas con
tricomas (n = 60) y plantas sin tricomas (n = 60). Los tricomas fueron removidos
mediante el raspado del tallo utilizando una navaja de microtomo y observando en
un microscopio estereoscopico (Leica EZ4).

Se evaluaron semanalmente diversas respuestas relacionadas con la
fisiologia en plantas con y sin tricomas (n = 10 por tratamiento): la eficiencia
cuantica maxima del fotosistema Il (F,/Fn), la eficiencia cuantica efectiva del PSII
(dpsi) y la tasa de trasporte de electrones. También se evaluaron otras variables al
inicio y al final del experimento (n = 5): los pigmentos fotosintéticos, el potencial
osmadtico y la conductancia estomatica. La conductividad hidraulica se evalu6
Gnicamente al inicio del experimento. También se determinaron modificaciones
anatomicas en las plantas sin tricomas en respuesta al estrés ocasionado por la
remocion. Por ultimo, se realizd el estudio de densidad de bacterias mediante

cultivo en placa y métodos moleculares en las plantas con y sin tricomas.



2.3 Efecto de la remocion de los tricomas en la ecofisiologia de las plantas
de Astrophytum myriostigma

Se evaluo la eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (F,/Fn) y la eficiencia
cuantica efectiva del PSIl (®ps;) durante dos meses y medio, utilizando un
fluorometro de pulso de amplitud modulada (MiniPaM, Walz) y realizando las
mediaciones en plantas con y sin tricomas.

Para estimar la eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (F,/Fp),
previamente se aclimataron las plantas a la oscuridad por 30 minutos, con el fin de
garantizar que todos los centros de reaccion del PSIlI estuvieran abiertos. F,/Fy, se
estimé como F,/Fn, = (Fmn— Fo)/Fm, donde F, = fluorescencia variable determinada
en oscuridad, Fn= nivel maximo de fluorescencia medido en oscuridad, y Fo =
nivel minimo de fluorescencia medido en oscuridad (Maxwell y Johnson, 2000).

La eficiencia fotosintética efectiva del PSIl o el rendimiento cuantico efectivo
se estima como ®pg = (F'm - Ft)/ F'm, donde F; es la fluorescencia de la clorofila
emitida por las plantas bajo iluminacion de estado estable (i.e., las condiciones de
luz en el campo) y F', es la fluorescencia maxima emitida por la clorofila cuando
un pulso de saturacion de luz actinica es sobrepuesto a los niveles de luz
ambiental (Genty et al., 1989; Aragén-Gastélum et al., 2014).

Las dos variables anteriores son consideradas como indicadoras de pérdida
de la funcién a nivel del aparato fotosintético, sus valores éptimos oscilan entre
0.80 y 0.83 si el estrés ambiental es minimo en las plantas, pero estos valores
disminuyen con el incremento del estrés (Maxwell y Johnson, 2000; Aragén-
Gastélum et al., 2014).

La tasa de transporte de electrones (ETR, por sus siglas en inglés) es
calculada por la ecuacion ETR = ®ps; x FFF x 0.84 x 0.5 (Genty et al., 1989)
donde el valor de 0.5 considera igual distribucién de los fotones absorbidos por los
dos fotosistemas; FFF es el flujo de fotones fotosintéticos registrado por el sensor
en el clip de la hoja y 0.84 es la proporcion media estimada de la luz incidente
absorbida por los fotosistemas (Ehleringer, 1981). Debido a que la ETR est4
directa y positivamente relacionado con la generacién de energia quimica (ATP y

NADPH/H+) que serd usada posteriormente en el Ciclo de Calvin, valores



menores de esta variable son indicadores de comportamiento fotosintético
reducido (Ritchie y Bunthawin, 2010; Aragén-Gastélum et al., 2014).

También se evaluaron los pigmentos fotosintéticos, los cuales son
sustancias capaces de captar energia luminica y de transformarla en energia
quimica mediante la fotosintesis. Los pigmentos principales son las clorofilas, las
cuales son las responsables de la absorcion energética, pero también existen
otros pigmentos accesorios, los carotenoides, los cuales son los encargados de
disipar de forma no dafiina el exceso de energia absorbida (Manrique, 2003). La
clorofila total es la suma de las clorofilas a y b, donde a clorofila a es el pigmento
principal que transforma la energia luminica en energia quimica, la cual se utiliza
en el crecimiento de las plantas, por lo que se considera un pigmento activo. Por
su parte, la clorofila b absorbe la luz en longitudes de onda diferentes que la
clorofila a; la luz se transfiere después a la clorofila a, que la transforma en
energia; por esto, a la clorofila b se le considera un pigmento accesorio y forma
parte de las antenas colectoras. La disminucion en la intensidad de la luz reduce la
actividad fotosintética y la concentracion de clorofila b tiende a ser mayor,
afectando la relacién de clorofilas a/b dentro de la planta (Cambron-Sandoval et
al., 2011). La relacion clorofila/carotenoides es un indicador del papel fotoprotector
de los carotenoides en plantas aclimatadas a alta radiacion solar, ya que valores
altos de ésta se corresponden con un predominio de las coloraciones verdes sobre
las amarillas, lo que generalmente implica que la planta se encuentra en buenas
condiciones fisioldgicas (Val et al., 1986; Pandey et al., 2003). En cambio, valores
bajos de esta proporcion indican que la planta tiene gran cantidad de
carotenoides, lo que indica que esta estresada (Klem et al., 2015).

Se realizaron las extracciones de pigmentos al inicio y al final del
experimento. Los pigmentos fueron extraidos mediante al procedimiento de
Hendry y Price (1993). Se cortaron 50 mg del vértice de las costillas (peso fresco)
y se maceraron en 2 ml de acetona al 80%. La absorbancia de los extractos se
midi6 con un espectrofotometro (Beckman Coulter DU650). Las lecturas se

realizaron a 645 nm y 663 nm para clorofilas y a 470 nm para carotenoides totales.



La concentracion de los pigmentos fue calculada de acuerdo a Henry y Price
(1993) para clorofilas y a Wellburn (1994) para carotenoides.

Otra variable de respuesta evaluada es el potencial osmotico, el cual es uno
de los componentes del potencial de agua y su determinacion se basa
principalmente en el cambio de las propiedades fisicas y quimicas de ésta debido
a la presencia de solutos; al aumentar la concentracion de la solucién la presién
osmotica también aumenta, el punto de congelacion desciende, la presién de
vapor disminuye y el punto de ebullicibn aumenta (Larqué-Saavedra y Trejo,
1990). En esta investigacion se evalud el potencial osmotico como una estimacion
del potencial hidrico de las plantas. Se cortaron dos costillas del tallo de 5 plantas
con y sin tricomas y éstas se cortaron en trozos pequefios. El potencial osmotico
se midié al inicio y al final del experimento con un potenciometro de punto de rocio
(WP4 C).

Una variable muy importante para evaluar el estado hidrico de la planta, el
balance de energia y las relaciones fotosintéticas es la conductancia estomética.
Este proceso comprende la evaporacion del agua desde las células superficiales
en el interior de los espacios intercelulares y su difusion fuera del tejido vegetal
principalmente a través de los estomas y, junto al intercambio de dioxido de
carbono, determina la eficiencia de uso del agua de una planta (Squeo y Leon,
2007). Esta variable se midié con un porémetro (SC-1) al inicio y al final del
experimento en seis plantas con y seis plantas sin tricomas, con mediciones cada
tres horas en un lapso de 24 horas.

Otra variable de respuesta evaluada es la conductividad hidraulica, que es
el pardmetro mas utilizado para estudiar el transporte y la mecanica de los fluidos
dentro de los vasos conductores de la planta, el cual depende de las dimensiones
de los elementos de vaso y de las conexiones inter-conductos (Pire et al., 2007).
Se utilizd una camara de presion para medir la conductancia, inyectando 3 ml de
toluidina hacia los haces vasculares de plantas con y sin tricomas, midiendo la

presion, el tiempo, la longitud y el didmetro.



1)

2.4 Efecto de la remocion de los tricomas en la anatomia de las plantas de
Astrophytum myriostigma
Se realizaron cortes en cinco plantas con tricomas y cinco sin tricomas para
evaluar las respuestas anatdbmicas. Se cortd una parte de 0.5 del vértice de una
costilla de cada planta y se colocaron en tubos Eppendorf. Las muestras fueron
fijadas con glutaraldehido al 2%, posteriormente se deshidrataron en una serie
etanolica 30-100% con recambios cada 24 horas y se infiltraron en una serie de
solucién etanol absoluto y glicometraclirato 30-100% en periodos de 24 horas, se
incluyeron y se realizaron cortes de 5 um de grosor mediante un micrétomo
rotatorio (Leica RM2125RT). Por dltimo, las muestras fueron tefiidas con brilliant
cresyl blue para posteriormente ser observadas en un microscopio optico (Leica
EZ4D). Se realizaron mediciones y/o conteos de grosor de la cuticula, longitud
colénquima, distancia de haces vasculares, numero y area de canales de
mucilago y numero de cloroplastos mediante el programa de Image J:
Posteriormente, se realizaron cortes de cinco plantas con tricomas y cinco
sin ellos, previamente deshidratadas en serie etandlica 30-100%, y se tifileron con
rojo de safranina (30 minutos) y colorante verde rapido para observar si existian

diferencias en haces vasculares, células de parénquima y contraccion de médula.



2.5 Efecto de la remocion de los tricomas de Astrophytum myriostigma en la
densidad de bacterias generales y bacterias fijadoras de nitrégeno de su

rizosfera

2.5.1 Cultivo de bacterias generales y fijadoras de nitrogeno

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos se utiliza la
técnica de cultivo en placa, esta técnica no pretende detectar a todos los
microorganismos presentes por el medio de cultivo pero permite seleccionar
grupos de bacterias cuya presencia es importante (Camacho et al., 2009). Se
tomo suelo de alrededor de la raiz de plantas con tricomas y sin tricomas (n=10) al
final del experimento para determinar las poblaciones de bacterias fijadoras de
nitrogeno. La evaluacion de la densidad de poblaciones bacterianas en el suelo
rizosférico se realiz6 mediante el método de conteo de colonias (Miles y Misra,
1938), teniendo cuatro tratamientos: 1) Con tricomas, 2) Sin tricomas, 3) Muertas y
4) Suelo. Se utilizaron diluciones seriadas, para seleccionar las diluciones
adecuadas; se realizé un cultivo en placa con cinco diferentes diluciones (10*, 102,
103, 10* y 10°). Las diluciones seleccionadas fueron 10° y 10* donde se diluyeron
1 g de suelo en 9 ml de buffer de fosfato estéril y se sembraron en cajas de Petri
(50 ul) con medio de cultivos especificos por duplicado en cada dilucién. Los

medios se muestran en las Tabla1ly 2.

Tabla 1. Medio TSA para conteo de bacterias heterotroficas generales

Medio de cultivo TSA (g)/L
Extracto de levadura 10.0
Peptona de caseina 15.0
Agar bacteriolégico 13.5
Sodio de sulfito 1.0
Hierro (Ill) citrato 0.5
Polimixina B sulfato 0.05
pH final 7.0
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Tabla 2. Medio Rennie para crecimiento de bacterias cultivables fijadoras de

nitrégeno

Medio de

cultivo
Rennie
(1981)
BFNA

Medio de

(1981) BFNA

Solucion
B

(9)

MgSO,H2
0

0.2

CacCl,

0.06

Agua

destilada

100m

Las cajas de Petri fueron incubadas dependiendo de las diluciones, 107
durante 48 horas y 10 durante 72 horas. Posteriormente se realizé el conteo de
las unidades formadoras de colonias (UFC) que lograron crecer en los medios de

cultivo y se realizaron los célculos para saber el nUmero de colonias por gramo de

suelo.

Solucion A
K,HPO,
KH,PO,
NacCl,
NaFeEDTA

Na,Mo00O,¢2H,0
Extracto de levadura

Manitol
Sacarosa

Lactato de sodio (60%vV/v)
Agua destilada

Agar

(9)
0.8

0.2
0.1
0.028
0.025
0.025
5.0
5.0
0.5
900
15
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2.5.2 Cuantificaciéon de las comunidades microbianas fijadoras de nitrégeno
Dado que en los métodos de cultivo de bacterias no se logra obtener la cantidad
real de los microorganismos, los métodos moleculares ayudan a obtener
resultados més exactos utilizando un analisis de la secuencia de gen NifH a partir
de ADN proveniente de las muestras. La reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real es la técnica mas sensible para la deteccion de numero acidos
nucleicos (Mullis, 1990), es una técnica que combina la amplificacién y la
deteccion en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno
de los ciclos con una sefial de intensidad de fluorescencia (Brechtbuehl et al.,
2001).

Se tomd suelo circundante de la raiz de diez plantas teniendo tres
tratamientos: 1) plantas con tricomas, 2) plantas sin tricomas y 3) plantas muertas,
teniendo suelo como control. Se realiz6 la extraccion del ADN del suelo mediante
el kit Powersoil® DNA Isolation de MOBIO.

La abundancia de las fijadoras de nitrégeno se cuantific6 mediante qPCR
por la orientacion del gen nifH, utilizando los primers FPGH19 (Simonet et al.,
1991) y polr (Poli et al.,, 2001). Se realizd6 la cuantificacion absoluta de cada
muestra de suelo utilizando un PCR en tiempo real System StepOne (4376600,
Applied Biosystems, Carlsbad, CA) con las siguientes temperaturas: 1)94 °C 10
min, 2) 94 °C 1 min, 3) 59 °C 1miny 4)72 °C 2 min, los pasos 1, 2 y 3 se repitieron
por 40 ciclos, finalmente 5) 72 °C 3 miny 6) 12 °C. Se prepararon tres reacciones
por repeticion utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). La
especificidad de los productos de amplificacion se confirmé por analisis de la curva
de fusion y el tamafio esperado (~ 400 pb) de los fragmentos amplificados se
comprobd en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Las curvas
estandar se obtuvieron usando diluciones seriadas de un fragmento del vector del
plasmido el cual contiene un fragmento clonado del gen de Geobacter
sulfurreducens (pGEM-T Vector Systems, Promega, Madison, WI). Las
concentraciones del primer se optimizaron con cerca de 100% de eficiencia. La
inhibicion en las reacciones de PCR se ensayé mediante la mezcla de diluciones

seriadas de ADN extraido de suelo contra una cantidad conocida de ADN estandar
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antes de qPCR. Los valores de Ct del DNA estandar no cambiaron en presencia

de la ADN suelo diluido, indicando la ausencia de inhibicién severa.

2.6 Anédlisis estadisticos

Se realizaron ANOVAS de medidas repetidas para todas las variables
ecofisiolégicas que se midieron al inicio y al final (pigmentos y potencial osmético)
y las dos que se midieron semanalmente (eficiencia cuantica maxima del
fotosistema 1l (F,/Fy) y eficiencia fotosintética efectiva del PSIl (®pg))). Las
variables ecofisiologicas, las anatomicas y la abundancia de bacterias, las cuales
se evaluaron una sola vez al final del experimento, se evaluaron con ANOVAs de
una via. Los datos de abundancia de bacterias cultivables fueron transformados
usando el logaritmo natural, con el fin de cumplir con los requisitos de
homogeneidad de varianzas y homocedasticidad para realizar las ANOVAS. En
los casos en que se encontraron efectos significativos, se realizaron pruebas de
Tukey para encontrar diferencias entre los tratamientos. Para realizar los analisis
se utilizo el programa STATISTICA 8.
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3. RESULTADOS

3.1 Efecto visual de la remocidn de los tricomas
Las plantas tuvieron un cambio de coloracidén a rojo, naranja o verde oscuro media
hora después de la remocién. Transcurridos dos dias y medio, las plantas

sufrieron aparente deshidratacién como resultado de la remocién de los tricomas
(Fig. 1).

Figura 1. Sintomas de deshidratacion después de la remocion de los tricomas de

A. myriostigma.

3.2 Efecto de la remocion de los tricomas en la ecofisiologia de las plantas
de Astrophytum myriostigma

Para el potencial osmotico, no hubo efectos significativos de la remocién de
tricomas (F = 0.72; P= 0.42), de la fecha de medicion (F = 2.51; P = 0.15), ni de la
interaccion entre ambos factores (F = 2.38; P= 0.16). Se encontraron promedios
de -1.13 £ 0.10 MPa al inicioy -1.11 + 0.080 MPa al final en plantas con tricomas y
-1.50 = 0.24 MPa al inicio y -1.21 + 0.11 MPa al final en plantas sin tricomas. En
cuanto a conductividad hidraulica, la cual se hizo solamente al inicio del
experimento, tampoco se encontraron diferencias entre las plantas con y sin
tricomas (F = 3.96; P = 0.081), teniendo promedios de 0.003 + 0.001 mmol/m?.seg
con tricomas y 0.008649 + 0.0016 mmol/m?.seg sin tricomas.
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La eficiencia cuéantica efectiva del fotosistema Il (®pgy) fue
significativamente afectada por la remocién de los tricomas (F = 20.449; P =
0.0002; Fig. 2), por las fechas de medicion (F= 4.150; P < 0.0001; Fig. 2) y por la
interaccion tratamiento x fecha (F= 4.15; P= 0.00007). En las plantas sin tricomas
se fue observando una disminucion semana a semana por debajo de los niveles
6ptimos (0.8), lo que nos indica que la ®pg; se vio afectada por el estrés causado

por la remocién de los tricomas (Fig. 3).
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Figura 2. Efecto de la remocion de tricomas en la eficiencia cuéntica efectiva del
fotosistema Il.
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Figura 3. Efecto de la remocidn de tricomas en la eficiencia cuantica efectiva del

fotosistema Il (®ps)) a través del tiempo.
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La eficiencia cuéntica maxima del fotosistema Il (F,/Fy) fue afectada por los
tratamientos (F = 10.84; P = 0.004; Fig. 4), estando por debajo del nivel 6ptimo en
las plantas sin tricomas. Con el paso de las semanas hubo una disminucién de
Fv/Fm en las plantas sin tricomas, pero no fue estadisticamente significativa (F =
1.89; P = 0.056; Fig. 5), sin embargo no hubo diferencias significativas entre la
interaccion fecha X tratamiento (F = 1.795; P = 0.072).
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Figura 4. Efecto de la remocion de tricomas en la eficiencia cuantica méaxima del

fotosistema Il (F/Fn).
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Figura 5. Efecto de la remocion de tricomas en la F,/F, a través del tiempo.
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En cuanto a la tasa de transporte de electrones (ETR), solamente se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (F = 12.958; P= 0.002;
Fig. 6) y en las mediciones semanales (F= 16.85; P= < 0.0001; Fig. 7), siendo
menor la ETR en las plantas sin tricomas. En las mediciones de interaccion
semana X tratamiento la ETR también fue menor en las plantas sin tricomas, no
obstante las diferencias no fueron estadisticamente significativas (F = 1.459; P =
0.167).
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Figura 6. Efecto de la remocion de tricomas en la tasa de transporte de electrones
(ETR).
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Figura 7. Efecto de la remocion de tricomas en la ETR a través del tiempo.

Las mediciones de la conductancia estomética se midieron al principio y a
final del experimento. En las mediciones del inicio se encontraron diferencias entre
tratamientos (F = 14.201; P = 0.0037; Fig. 8) y entre horas (F = 15.782; P <
0.0001; Fig. 8), las horas donde se encontraron diferencias fueron durante la

madrugada, cuando las plantas CAM abren sus estomas.
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Conductancia estomatica mmolim’s
[s7]
1

14 17 20 23 2 5 8 11 14
Tiempo (h)

Figura 8. Efecto de la remocion de tricomas en la conductancia estomatica al
inicio del experimento.

Sin embargo, en las mediciones realizadas al final, a pesar de que los
valores fueron menores en plantas sin tricomas no hubo diferencias entre los
tratamientos (P = 0.062; F = 4.393; Fig. 9) ni entre las horas (P = 0.555; F = 0.844;
Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la remocion de tricomas en la conductancia estomatica al final

del experimento.

En cuanto a los pigmentos, se encontraron efectos significativos de la
interaccion Tiempo X Tricomas para clorofila a, clorofila b, clorofila a+b, clorofila

a/b y clorofila a+b/carotenoides (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores estadisticos para los pigmentos evaluados. El asterisco indica

diferencias significativas.

Pigmentos Valores estadisticos | Factores
Tricomas | Tiempo Tiempo*Tricomas

Clorofila a F 2.676 20.1964 11.2215

P 0.0005 0.004* 0.015*
Clorofila b F 0.551 93.837 6.963

P 0.485 0.000069* | 0.038*
Clorofilaa + b F 3.5456 31.523 11.495

P 0.108 0.001* 0.014*
Clorofila a/b F 5.7744 27.837 6.570

P 0.053 0.001* 0.042*
Carotenoides F 3.3377 22.017 1.220

P 0.117 0.003* 0.311
Clorofila a +b/ Carotenoides | F 2.3480 4,597 15.875

P 0.176 0.075708 | 0.007*

En general, las clorofilas a, b y a+b fueron menores en plantas sin tricomas

que con ellos al final del experimento, pero no al inicio (Figs. 10, 11 y 12,

respectivamente). En cambio, los carotenoides no fueron afectados por la
interaccién, sino por el factor tiempo solamente (Tabla 3). La concentracion de

carotenoides fue menor al inicio (0.42 £ 0.078 pumol.gps) del experimento que al

final (0.84 £ 0.059 umol.gps).
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Figura 10. Concentraciones de clorofila a en plantas de A. myriostigma con y sin

tricomas.

Figura 11. Concentraciones de clorofila b en plantas de A. myriostigma con y sin

tricomas.
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Figura 12. Concentraciones de clorofilas a+b en plantas de A. myriostigma con 'y

sin tricomas.

La concentracién de la proporcion clorofila a/b no fue afectada por los

tricomas al inicio del experimento, pero al final disminuy6 en las plantas sin
tricomas (Figura 13).
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Figura 13. Concentraciones de clorofilas a/b en plantas de A. myriostigma cony

sin tricomas.
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La concentracion de clorofila a+b/carotenoides fue mayor sin tricomas que

con ellos al inicio del experimento, sin embargo al final no hubo diferencias entre
tratamientos (Figura 14).
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Figura 14. Concentraciones de la proporcion clorofila a+b/carotenoides en plantas
de A. myriostigma con y sin tricomas.
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3.3 Efecto de la remocidén de los tricomas en la anatomia de las plantas de
Astrophytum myriostigma
Se encontrd una capa frontera entre los tricomas y la epidermis del tallo (Fig. 15a),

la cual desaparecio al remover los tricomas (Fig. 15b).

Capa frontera

Figura 15. a) Planta con tricomas, el corchete indica la capa frontera y b)

desaparicion dela capa frontera.

Es importante mencionar que al retirar los tricomas no se ocasiond ningun
dafio en la cuticula del tallo. En la Fig. 16a se observa un tricoma de A.
myriostigma y en la Fig. 16b se observa una de las hendiduras donde se

encontraba el tricoma, sin dafio.

Figura 16. a) Tricoma ubicado en la invaginacion de la epidermis sobre la cuticula
(flecha) y b) Tricoma ausente donde se observa la cuticula intacta sobre la

invaginacion (flecha).
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Al realizar cortes longitudinales del tallo completo de A. myriostigma con
tricomas, observaron diferentes estructuras anatomicas, como médula,

colénquima y haces vasculares (Fig. 17).

Figura 17. Estructuras anatomicas: a) Médula, b) colénquima e hipodermis, c)

cilindro vascular con haces vasculares y d) haces vasculares de la raiz.
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En las plantas sin tricomas hubo contraccion de médula y pérdida de

parénquima (Figs. 18 y 19).

Figura 18. Seccidn longitudinal de a) Cilindro vascular y médula intactos con
sistema radical en planta con tricomas y b) Cilindro vascular y médula contraidos
con proliferacion de raices en planta sin tricomas, p = parénquimay m =

contraccion de la médula.
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Figura 19. Seccion transversal de la planta mostrando a) Médula contraida de
plantas sin tricomas, b) médula intacta de plantas con tricomas.
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No se encontré diferencia significativa en el grosor de la cuticula entre
plantas con tricomas (8.39 £ 0.71 pum) y sin ellos (6.66 £ 0.47 um; F = 4.01, P =
0.058; Fig. 20).

Figura 20 Seccion trasversal donde se aprecia la cuticula en planta a) con

tricomas, b) sin tricomas. Cu = cuticula, e = epidermis, h = hipodermis.

Tampoco hubo diferencias en longitud de hipodermis 6 colénquima (con
tricomas = 400.18 pmz 29.16 um; sin tricomas = 426.89+ 20.92 ym; F = 0.55, P =
0.46; Fig. 21).

Figura 21. Seccidén transversal donde se aprecia la hipodermis (flecha) en: a) con

tricomas, b) sin tricomas; h=hipodermis.
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No hubo diferencias en nimero de canales de mucilago (con tricomas =
33.31+ 4.11 pm pm; sin tricomas = 27.87 + 2.03 um; F = 1.4, P = 0.24; Fig. 22), ni
en area de canales de mucilago (con tricomas = 1053.81 + 109.62 um; sin
tricomas = 1092.59 +69.52 um; F= 0.08, p=0.76; Fig. 22).

Figura 22. Seccidn trasversal donde se aprecia la hipodermis con los canales de
mucilago en: a) con tricomas, b) sin tricomas. ¢ = canales de mucilago, h =

hipodermis y p = células de parénquima.

Sin embargo, si hubo diferencias significativas F=10.66, p=.004) en la
distancia de los haces vasculares a parénquima entre plantas con tricomas

(993.61 + 89.56 um) y sin ellos (631.66 + 65.29 um), siendo las segundas las mas

Figura 23. Seccion transversal donde se observa la distancia de los haces

vasculares (flecha) a parénquima en a) con tricomas, b) sin tricomas; hv = haces

vasculares, h = hipodermis.
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El numero de cloroplastos fue estadisticamente distinto entre plantas con y sin
tricomas (F = 283.18, p = 0.007), siendo menor la densidad de éstos en las plantas

sin tricomas (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto de la remocidn de tricomas en el nGmero de cloroplastos.
En las plantas sin tricomas se observo suberificacion en la epidermis como

medio de proteccion, que consiste en la superposicién por intercalacion de laminas

de suberina y que puede conferirimpermeabilidad al tallo (Fig. 25).
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Figura 25. Formacion de peridermis suberificada (flecha) en los tallos en plantas

sin tricomas.

En las plantas con tricomas las células son de forma regular y redondeadas,
conforme las células se van centrado van aumentando de tamafio. En las plantas
sin tricomas las células se contrajeron mostrando ondulaciones en las paredes,

también se deformaron y se agrandaron hacia el centro (Fig. 26).

& . % ¥y fﬁl " 7 ok WS & 114 / ,c T “ &
Figura 26. Seccion longitudinal donde se observan células de parénquima en a)

plantas con tricomasy b) plantas sin tricomas.
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En cuanto a los haces vasculares, constan de traqueidas de banda ancha
(TBA) y vasos. En el caso de las plantas con tricomas, las traqueidas y los vasos
se observan organizados en forma redondeada (Fig. 27a, b y e), siendo muy
abundantes estando mas cerca del cambium vascular y disminuyendo la
abundancia conforme se van alejando de este (Fig. 27 ¢ y d), ubicando el
meristemo en el centro. En las plantas sin tricomas, las traqueidas y los vasos
perdieron la organizacion circular (Fig. 28 a y b), ademas de que se colapsaron
(Fig.28 c,e yf).

Las traqueidas y los vasos fueron méas abundante conforme se acercaron al
cambium y no se observaron en el meristemo. También se observo que las TBA

cerca del cambium estan rodeando a los vasos (Fig. 28 d).
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Figura 27. Sistema vascular de plantas con tricomas, a) y b) cilindro vascular de
plantas con tricomas, c) y d) traqueidas de banda ancha, e) vasos del cilindro=
vasos vascular y f) vasos. CV= cilindro vascular, TBA= traqueada de banda ancha

Y V= Vvasos.
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Figura 28. Sistema vascular de plantas sin tricomas. a) Cilindro vascular contraido
con parénquima colapsado pierde la organizacion circular, b) detalle del xilema
colapsado, c) haz vascular con TBA rodeando los vasos, d) detalle de las TBA
rodeando los vasos, e) TBA contraidas f) detalle de la contraccion del parénquima.
CV = cilindro vascular, V = vaso, P = parénquima, TBA = traqueidas de banda
ancha.

Los haces vasculares fueron mas frecuentes en las plantas sin tricomas que

con tricomas (Fig. 29).
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Figura 29. Frecuencia de haces vasculares (flecha) en: a) planta con tricomas y b)
planta sin tricomas.

3.4 Efecto de la remocion de los tricomas de Astrophytum myriostigma en la
densidad de bacterias generales y bacterias fijadoras de nitrégeno de su

rizésfera

En los cultivos en placa no se encontraron diferencias significativas en bacterias
heterotréficas generales (F= 0.471, P= 0.71; Fig. 30) ni en las bacterias fijadoras
de nitrégeno (F=1.872, P= 0.21, Fig. 31), sin embargo se encontr6 mucha

variacion en las UFC de las diferentes placas tanto de medio TSA como Rennie.
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Figura 30. Efecto de la remocion de tricomas en la abundancia de bacterias

heterotréficas generales (UFC).
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Figura 31. Efecto de la remocion de tricomas en la abundancia de bacterias

fijadoras de nitrogeno.

En la Fig. 32 se muestra la amplificacion en gel de agarosa del producto de PCR,
en donde se observa las bandas que nos indican que el gen NifH esta

presente (~400 bp).
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Figura 32. Amplificacion de PCR para verificar la presencia del gen NifH: las M
indican los marcadores, carriles 1, 2 y 3 plantas con tricomas; 4, 5 y 6 plantas sin

tricomas; 7,8 y 9 muertas; 11 marcador negativo y 12 marcador positivo.
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En el conteo por métodos moleculares se encontraron diferencias en
bacterias fijadoras de nitrdgeno entre los tratamientos (F=11.55, P=0.002), siendo
las plantas sin tricomas las que tienen un mayor numero de copias por gramo de

suelo (Figura 33).
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Figura 33. Numero de copias de bacterias fijadoras de nitrdgeno entre

tratamientos.

También se encontraron lo que parecieran nddulos en las raices, tanto en

las plantas con tricomas como sin ellos (Fig. 34).

Figura 34. Raices de A. myriostigma con nddulos de bacterias a) apariencia

externa y b) apariencia a detalle.

37



4.DISCUSION

Se considera que los tricomas son un medio adaptativo de proteccion a las plantas
(Ehleringer, 1984; Karabourniotis y Bornman, 1999), incluyendo plantas de
ambientes aridos y semiaridos (Billings y Morris, 1951). En el caso de A.
myrostigma, cuyo habitat es semiarido, los tricomas cubren y protegen el tallo. Al
removerlos las plantas sufrieron por el estrés de la radiacién y por perdida de
agua.

Los tricomas de A. myrisotigma lo cubren y protegen del exceso de luz, por
lo que la energia absorbida por la planta es menor que la que recibirian sin
tricomas. Al remover los tricomas de A. myriostigma las plantas recibieron la
radiacion solar de manera directa en sus tallos y uno de los principales efectos de
esta remocion fue la disminucion de la eficiencia cuantica efectiva del fotosistema
Il (dpsy) y de la tasa de transporte de electrones, lo cual indica que las plantas
estaban estresadas por exceso de luz (Maxwell y Johnson, 2000). Sin embargo, la
eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (F,/Fn) no se vio afectada
estadisticamente por la remocion de los tricomas, lo que indica que a pesar del
estrés las plantas se recuperan en la noche, pues esta variable de respuesta se
evalla en oscuridad (Maxwell y Johnson, 2000).

Experimentos similares de remocién de tricomas en especies de diversas
familias sugieren que los resultados dependen de la especie. Por ejemplo, Morales
(2002) realiz6 remocién mecanica de tricomas en hojas de Quercus ilex (familia
Fagaceae) y encontro disminucion de la eficiencia fotoquimica del PSII cuando los
tricomas fueron removidos. Manetas (2003) realiz6 un estudio en tallos de
Verbascum speciosum (familia Scrophulariaceae), encontrando disminucién en
eficiencia cuantica maxima, pero no hubo diferencia en la eficiencia fotosintética
efectiva del PSli nien ETR.

Las clorofilas son los mayores componentes de los cloroplastos para la
fotosintesis y el contenido relativo de clorofilas tiene una relacion positiva con la
tasa de fotosintesis (Anjum et al., 2011). La disminucién en el contenido de
clorofilas bajo sequia ha sido considerada como un sintoma tipico de estrés

oxidativo y puede ser el resultado de fotoxidacion de pigmentos y degradacion de
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las clorofilas (Kpyoarissis et al., 1995; Farooq et al., 2009; Anjum et al., 2011). En
esta investigacion, la remocion de los tricomas afectd negativamente la
concentracion de clorofila a, clorofila b y clorofilas totales (a + b), siendo menores
en plantas sin tricomas al final del experimento. Este resultado pudiera
relacionarse con el menor numero de cloroplastos encontrado en las plantas sin
tricomas al final del experimento. De manera similar, la concentracion de la
proporcién clorofila a/b no fue afectada por los tricomas al inicio del experimento,
pero al final esta proporcién disminuyé en las plantas sin tricomas, lo cual significa
que el estrés ocasion6 aumento de la clorofila b en comparacion con la clorofila a
y por eso disminuyd la proporcion clorofila a/b (Cambron-Sandoval et al., 2011).
En cambio, la concentracion de clorofila a+b/carotenoides no fe afectada al final
del experimento, pero si al inicio ya que fue mayor sin tricomas que con ellos.
Morales (2002) realiz6 una remocion mecanica de tricomas en hojas de Quercus
ilex y no encontré diferencias significativas en clorofila a y b pero si en
carotenoides, siendo éstos mayores en las hojas sin tricomas, por lo que se
sugiere que el efecto de la remocion de los tricomas en los pigmentos depende de
la especie de estudio y del pigmento evaluado.

No se encontraron diferencias en el numero de UFC/g de suelo entre
plantas con y sin tricomas, sin embargo la variacion entre estos fue muy amplia
ademas de que no todas las especies de bacterias en la rizosfera son cultivables.
Sin embargo, al hacer un estudio de abundancia por métodos moleculares
mediante el gen NifH, se encontr6 mayor abundancia en las plantas sin tricomas
que con tricomas. Este resultado indica que cuando la planta se encuentra
estresada el nimero de bacterias aumenta. También se observo un aumento en el
namero de raices adventicias y de nodulos en las plantas sin tricomas (aunque no
se cuantificaron), lo cual pudiera estar relacionado con el aumento de bacterias; es
decir, que a mayor cantidad de raices adventicias mayor es el nimero de nédulos
y con ello el numero de bacterias fijadoras de nitrégeno también aumenta.
Ademaés, este resultado combinado con la disminucion de la eficiencia fotosintética
(estimada como la eficiencia cuantica efectiva del fotosistema Il (®ps))), apoya la

hipotesis de Lopez et al. (2012) quienes al encontrar en el cactus Mammillaria
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fraileana que las bacterias endofiticas fijadoras de nitrégeno en las raices
aumentaron el contenido de nitrégeno en el suelo, sugirieron que tales bacterias
promueven el incremento de la actividad fotosintética de la planta. Con este
resultado, se comprueba que las bacterias asociadas a la rizosfera de A.
myriostigma le confieren tolerancia a estrés abidtico.

Se han realizado diversos estudios sobre los tricomas en especies de

diferentes ambientes, para especies como Olea europaea y Quercus ilex se ha
sugerido que el papel de los tricomas en la conservacion del agua es menos
importante que su funcibn contra la radiaciébn excesiva de rayos UV-B
(Grammatikopoulos, 1994; Karabouurniotis y Borman, 1999). En el caso de A.
myriostigma los tricomas protegen contra alta radiacion solar, pero también se
encontré que al remover los tricomas de A. myriostigma las plantas tuvieron una
deshidrataciéon aparente a los 2 y % dias de la remociéon y un aumento de la
conductancia estomatica con remocion de tricomas al inicio del experimento, con
mayores diferencias durante la madrugada, cuando las plantas con fotosintesis
CAM abren sus estomas. Asi, se puede decir que los tricomas, ademas de
proteger contra la alta radiacion, protegen contra la pérdida de humedad por
transpiracion.
A pesar de lo anterior, la remocion de los tricomas no afectd el potencial osmético
ni la conductividad hidraulica. No se conocen antecedentes sobre relaciones
hidricas como tal en especies del género Astrophytum, pero Lux y Kopunec (1992)
realizaron un estudio en A. myriostigma y encontraron que los tricomas son
importantes en la conservacion de agua, ya que tienen la capacidad de retener
mas agua en fase gaseosa que en fase liquida para su posterior condensacion y
absorcion.

Anatdémicamente, también se encontraron efectos por la remocion de los
tricomas, como pérdida de células de parénquima en la parte mas externa de las
costillas, diminucion en namero de cloroplastos y suberificacion, dado que este
altimo es una capa impermeable nos ayuda a explicar por qué al final del
experimento no se observaron cambios en la conductancia estomatica, ya que

esta capa al ser impermeable no permite que la planta siga perdiendo agua por
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medio de la traspiracion. Existen caracteres anatomicos adaptativos en las
plantas, dependiendo de sus condiciones ecoldgicas particulares. Muchos cactus
globosos presentan traqueidas de banda ancha (TBA), las cuales estan
acomodadas en una matriz llamada haz vascular; las TBA pueden contraerse o
expandirse debido a que el volumen de cada célula se retrae para que coincida
con el volumen de agua restante dentro de ella y con ello reducir el riesgo de
cavitacion (Mauseth, 1993). Ademas, las cactdceas poseen xilema secundario
asociado a la suculencia de los tallos, con lo cual se proporciona un transporte de
agua eficiente y almacenamiento a largo plazo de la misma, asi como una gran
resistencia mecanica (Bayley, 1962; Gibson, 1973). La presencia de traqueidas de
banda ancha es méas frecuente en cactdceas pequefias como las del género
Astrophytum (Bayley, 1962; Gibson, 1973).

En el caso de A. myriostigma con tricomas se encontrO que posee un
cilindro vascular bien organizado, con traqueidas de banda ancha y vasos mas
abundantes cerca del cambium vascular. En la parte mas alejada de las costillas
no hay TBA, sino uUnicamente vasos. Estos resultados son similares a los
reportados para Astrophytum asterias por Reyes (2010). En las plantas sin
tricomas, se encontré una desorganizacion del haz vascular, ya que las TBA y los
vasos perdieron la simetria y presentaron contraccién, sin embargo el sistema
vascular no se colaps6. También se encontr6 un mayor nimero de vasos en las
costillas de las plantas sin tricomas que con tricomas y la distancia de vasos a
parénquima es mas cercana en plantas sin tricomas. En la parte central del
cilindro se encontr6 una densidad grande de TBA y vasos, lo cual indica un
sistema eficiente de transporte de agua y nos puede ayudar a explicar porque en
las variables potencial osmadtico y conductividad hidraulica no se encontraron
diferencias significativas, a pesar del estrés provocado por la remocion de los
tricomas.

Mauseth (1999) realiz6 un estudio sobre adaptaciones anatémicas de
plantas de Maihuenia y Pereskia, dos géneros de la familia Cactaceae,
encontrando que Pereskia tuvo contraccion de su corteza como medio de defensa

para dafiar menos a sus células y proteger a su médula pequefa, ya que esta es
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dificil de contraer. Ademas menciona que la cantidad de tejidos de
almacenamiento y la capacidad de éstos para alternativamente encogerse o
hincharse son factores importantes para un buen almacenamiento de agua en
tejidos. En el caso de A. myriostigma, al contrario de Maihuenia y Pereskia, se
encontré una contraccion de médula como medio de proteccion para la zona
meristematica en las plantas sin tricomas, ademas de contraccion y pérdida de
paréngquima en la zona de las costillas.

Todo lo anterior nos indica que las plantas sin tricomas se vieron afectadas
tanto por la pérdida de agua como por la alta radiacion, corroborando la
importancia de los tricomas para el correcto funcionamiento de la planta.

Con estos resultados, se comprueba que la remocion de tricomas en A.
myriostigma afecta negativamente su fisiologia y anatomia; ademas, con el estrés
provocado por la remocion de tricomas aumenta el nGmero de bacterias fijadoras

de nitrogeno con el fin de ayudar a tolerar el estres.
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5. CONCLUSIONES

Los tricomas son muy importantes para el buen funcionamiento de A. myriostigma,
ya que proporcionan una capa frontera entre la planta y la epidermis del tallo vy,
con ello, protegen a los tallos de la alta radiacion al mismo tiempo que los
mantienen hidratados. Al remover los tricomas de los tallos de A. myriostigma,
desaparecié la capa frontera y las plantas se vieron afectadas. En la Fig. 35 se
muestra un diagrama de las respuestas de la planta ante el estrés que le ocasiona
tanto la alta radiacion solar como la pérdida de agua, al serle removidos los

tricomas.
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Figura 35. Diagrama del efecto de la remocion de los tricomas en los tallos de A.

myriostigma en las respuestas ecofisiologicas y anatdomicas.

Después de ser removidos los tricomas, las plantas se vieron afectadas
tanto por la radiacion solar como por la pérdida de agua, por ello se observaron
modificaciones anatémicas como la contraccion de la médula y la contraccion de
células de parénquima, como medio de proteccion contra el estrés.

En cuanto al efecto de la radiacion solar, al remover los tricomas se

encontrd al final del experimento disminucién de la eficiencia cuantica efectiva del
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fotosistema Il (D psy), de la tasa de transporte de electrones, de las clorofilas a, b y
totales, de la clorofila a/b y del nimero de cloroplastos, lo que nos indica que los
fotosistemas se vieron afectados. Ademas, se observé un aumento de raices
adventicias y un se encontr6 un aumento en el numero de bacterias fijjadoras de
nitrégeno, lo cual indica que cuando las plantas estan estresadas la abundancia
de bacterias aumenta para ayudar a tolerar el estrés abiotico.

En cuanto al estrés por pérdida de agua, las plantas sufrieron
modificaciones anatomicas como el aumento de la frecuencia de vasos en el tallo
y el que éstos se encontraran mas cercanos a parénquima, ademas de que
mostraron contraccién del cilindro vascular sin colapsarse. Estos resultados
ayudan a explicar el por qué no hubo diferencias en potencial osmotico y
conductividad hidraulica. Al final del experimento tampoco se encontraron
diferencias en conductancia estomatica, lo cual podria explicarse por el hecho de
que se form6 una peridermis suberificada en las plantas sin tricomas.

En sintesis, la funcién de los tricomas de A. myriostigma es tanto evitar la
pérdida de agua como dar sombreado a las plantas, por lo que la remocion de
tricomas afecta su fisiologia y su anatomia. Sin embargo, cuando la planta se
encuentra estresada el niumero de bacterias fijadoras de nitrdgeno aumenta, con

el fin de ayudar a tolerar el estrés.
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