






































Tabla 2.1

CAPITULO Il
Table 3.1

CAPITULO |

Figura 1.1

Figura 1.2.

CAPITULOII

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

Variacion del microambiente luminico estacional de
plantas expuestas y bajo sombra de T. brachycaulos y
B. karatas. FFF, flujo de fotones para la fotosintesis
(mol m2d™).

Qualitative antioxidant activity of crude extracts and
purified fractions from T. brachycaulos and B. karatas.

INDICE DE FIGURAS

Diagrama ombrotérmico representativo de las
condiciones climaticas de una selva baja caducifolia
de Yucatan (Motul, Yuc; modificado de Orellana et al.,
1999).

Especies de estudio: Tillandsia brachycaulos (A) y
Bromelia karatas (B)

Aclimataciéon de las plantas a la oscuridad al medio
dia, durante la temporada de liuvia. Bromelia karatas
(A) y Tillandsia brachycaulos (B).

Diagrama ombrotérmico para el sitio de estudio de
junio de 2006 a diciembre de 2008. Los rectangulos
blancos indican la temporada de lluvia y los
rectangulos negros indican la temporada de sequia.
La linea punteada en los 100 mm de precipitacion,
indica un superavit.

Diagrama de flujo de fotones fotosintéticos (FFF) y
déficit de presion de vapor (DPV) para el sitio de
estudio de junio de 2006 a diciembre de 2008. Los
rectangulos blancos indican la temporada de lluvia y
los rectangulos negros indican la temporada de
sequla.

45

9

18

31

34

36






Figura 2.11

Figura 2.12

Figura 213

Figura 2.14

Figura 2.15

Figura 2.16

temperatura del suelo y del ambiente de individuos
expuestos y bajo; B, Porcentaje de radiacion en las
plantas expuestas y bajo sombra; y C, temperatura en
las hojas de individuos bajo sombra y expuestos. Los
valores son medias + EE, n= 3 individuos.

Curvas de respuesta a la luz de T. brachycaulos para
individuos expuestos y bajo sombra. Las figuras
muestran los valores de respuesta a la luz (FFF) y la
ETR registradas al medio dia para las diferentes
temporadas. A. Mitad de la temporada de lluvias; B,
inicio de la temporada de sequia; C, mitad de la
temporada de sequia; D, final de la temporada de
sequia y E, final de la temporada de lluvia. Los valores
son medias t EE, n= 3 plantas.

Curvas de respuesta a la luz de B. karatas para
individuos expuestos y bajo sombra. Las figuras
muestran los valores de respuesta a la luz (FFF) y la
ETR registrados al medio dia para las diferentes
temporadas. A. Mitad de la temporada de lluvias; B,
inicio de la temporada de sequia; C, mitad de la
temporada de sequia; D, final de la temporada de
sequia y E, final de la temporada de lluvia. Los valores
son medias t EE, n= 3 plantas.

Fluorescencia maxima del fotosistema It (F/F,) de T.
brachycaulos para las plantas expuestas vy bajo
sombra de mediciones durante el amanecer. Los
valores son medias * EE, n=3.

Fluorescencia méaxima del fotosistema Il (F/Fy,) de B.
karatas para las plantas expuestas y bajo sombra de
mediciones durante el amanecer. Los valores son
medias t EE, n=3.

Parametros de fluorescencia de la clorofila de T.
brachycaulos. En la figura se muestran los patrones
estacionales de: A) tasa de transporte de electrones
(ETR), B) Flujo de fotones para la fotosintesis (FFF),
C) disipacion no fotoquimica (NPQ), D) temperatura
de la hoja, E) rendimiento cuantico del fotosistema ||
(¢ PSII). Los valores son medias + EE, n=3. Los
simbolos representan plantas expuestas (A) y bajo
sombra (e).

Parametros de fluorescencia de la clorofila de B.

Xii

46

47

48

49

51






Figure 3.2

Figure 3.3

Figure 3.4

Figure 3.5

CAPITULO V

Figura 4.1
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18, 2007) and rainy (September 15, 2007) seasons.
Individual plants of T. brachycaulos (A-B and E-F) and
B. karatas (C-D and G-H) in two light conditions:
shaded (A-D) and exposed (E-H) plants. Black line:
above canopy PPF; gray line: below canopy light
intensity. Data obtained using the report file of the
fisheye photograph analysis with the program WinPhot
5.0.

Total concentration of metabolites with antioxidant
activity for T. brachycaulos (A) and B. karatas (B)
under two light conditions: exposed and shaded
plants, during dry and rainy seasons in Dzibilchaltun,
Mexico. Data are means + SE (n=27); P< 0.05.

Optical microscopy photograph (40X) of transverse
leaf sections of T. brachycaulos (A-B) and B. karatas
(C-D) in two light conditions: exposed (A and C) and
shaded plants (B and D) during dry season. ad:
adaxial epidermis; ab: abaxial epidermis. Arrows
indicate zones with high amount of anthocyanins.

Total anthocyanins concentration for leaves of T.
brachycaulos (A) and B. karatas (B) in two light
conditions: exposed and shaded plants, during the
rainy and dry seasons.

Correlation between incident photosynthetic photon
flux (PPF) and total anthocyanins for leaves of 7.
brachycaulos (A) and B. karatas (B) during the dry and
rainy seasons. Open symbols: exposed plants; closed
symbols: shaded plants; squares: dry season; circles:
rainy season. Regression lines and P values are
indicated in the figures (significant at P<0.05).

Estructura general representativa de la mayoria de las
antocianinas encontradas en la naturaleza (izquierda).
R'y R?%=0H; R*=H. Una de las seis antocianinas mas
comunes; pyranoantocianina (derecha). Tomado de
Davies (2004).

Microfotografias de las secciones transversales de
hojas montadas en parafina de B. karatas. A, seccion
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Superficie adaxial de hojas de T. brachycaulos;
microfotografias del microscopio electrénico de barrido
(MEB). A, vista general de los tricomas (t) cubriendo
la hoja; B y C, detalle de los tricomas, donde puede
distinguirse que el disco central (dc) se compone de
cuatro células, dos filas de células fuera del anillo
central (r), y su ala externa (w).
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condiciones de campo. A, individuo en temporada
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Pigmentacién de las hojas de B. karatas en
condiciones de campo. A, individuo expuesto; B,
superficie adaxial de las hojas de una planta expuesta;
C, individuo al inicio del periodo de floracion.

Cortes transversales de hojas de T. brachycaluos
colectadas durante la temporada de sequia, en los
que se puede distinguir la pigmentacion roja que
corresponde a la presencia de antocianinas. A: cortes
de plantas expuestas; B:. cortes de plantas bajo
sombra.

Microfotograffas de las secciones transversales de
hojas de plantas expuestas y de sombra de B.
karatas. A, seccion transversal de hoja expuesta
(10x) y B, seccioén transversal de hoja de sombra
(10x), durante la temporada de lluvia. C, seccion
transversal de hoja expuesta (10x) y D, seccién
transversal de hoja de sombra (10x), durante Ia
temporada de sequia. PH: parénquima hidrico; PC:
parénquima clorofilico; hv: haz vascular; ca: canales
de aire; Ab: superficie abaxial; Ad: superficie adaxial;
ep: epidermis; ¢s: cavidad subestomatica. Las flechas
indican la localizacién de las antocianinas.

Microfotograffas de las secciones transversales de
hojas de plantas expuestas y de sombra de T.
brachycaulos en condiciones de campo. A, seccidon
transversal de hoja expuesta (10x), B, seccién
transversal de hoja de sombra (10x), durante Ia
temporada de lluvia; C, seccion transversal de hoja
expuesta (10x) y D, seccion transversal de hoja de
sombra (10x), durante la temporada de sequia. PH:
parénquima hidrico; PC: parénquima clorofilico; hv:
haz vascular, ca: canales de aire; Ab: superficie
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principalmente durante la temporada de sequia, estuvo relacionada con un
aumento en la exposicién de las plantas a altos niveles de FFF y a la
disminucion de la disponibilidad de agua, indicando que la funcién de estos
pigmentos es la proteccion de los cloroplastos durante periodos de alto FFF
o0 estrés por sequia.

Por otra parte, B. karatas presentd importantes caracteres
morfoanatémicos de adaptacion a alta radiacién, incluyendo un mecanismo
altamente eficiente de disipacion de la luz (e.g. aumento en la concentracién
de carotenoides que permiten la disipacién de la energia en forma de calor),
por lo que no presenté fotoinhibicion. Al mismo tiempo, B. karatas presentd
pérdida de los pigmentos fotosintéticos, principalmente clorofilas, como una
estrategia para disminuir la captacion de energla y evitar la fotooxidacion.
Por otra parte, y a pesar de que las plantas expuestas de B. karatas
presentan una coloracién roja en la epidermis, esta coloracién no estuvo
relacionada con la produccion de antocianinas, indicando que la
pigmentacién observada pudo deberse a la produccién de otros metabolitos
de fotoproteccion (e.g. flavonoides o carotenoides).

Los resultados indican que las estrategias anatdmicas vy fisiolégicas
especializadas de ambas bromelidceas CAM estan relacionadas con su
tolerancia a la radiacién, su habito de crecimiento y su capacidad para
enfrentar limitaciones hidricas y de nutrimentos durante la temporada de
sequia en esta selva baja caducifolia.
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On the other hand, B. karatas displayed important
morphoanatomical characters of adaptation to high radiation, including a
highly efficient mechanism of light dissipation (e.g. increasing the carotenoid
concentration to allow heat), and did not show photoinhibition. At the same
time, B. karatas showed a loss of photosynthetic pigments, mainly
chlorophylls, as a strategy for capturing less energy and avoid
photooxidation. Even though exposed plants of B. karatas showed a red
coloration in the epidermis, this pigmentation was not related to
anthocyanins production, indicating that the color might be due to the
production of other metabolites (e.g. flavonoids or carotenoids).

The results indicate that the specialized anatomical and
physiological strategies of both CAM bromeliads are related to their radiation
tolerance, habit growth and capacity to confront water and nutrient
limitations during the dry season in this tropical dry deciduous forest.
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a diversas intensidades de radiacidon es especifica para cada especie y
depende de su capacidad para producir otros metabolitos protectores
(Winkel-Shirley, 2002).

La tolerancia de las plantas a condiciones ambientales de estrés ha
sido relacionada con diferentes mecanismos de respuesta. En el presente
trabajo se planteod el estudio de los careres fisiologicos (fluorescencia de la
clorofila, potencial hidrico, concentracién de pigmentos fotosintéticos y de
acidos organicos), morfoanatomicos (densidad estomatica y de tricomas,
medicion de las capas de células del mesdfilo y sus caracteres, localizacion
de antocianinas en el mesdfilo) y quimicos (contenido de antioxidantes y
antocianinas) de dos especies de bromeliaceas, una con forma de vida
epifita y la otra terrestre, en una selva baja caducifolia de Yucatan, con el fin
de definir los mecanismos de respuesta de estas especies ante diferentes
condiciones de disponibilidad luminica estacional.












Casi todos los arboles (c.a. del 75%) de la selva baja caducifolia
pierden sus hojas durante la temporada de sequia; la sequia puede ser
prolongada (c.a. seis meses o un para de meses), como es el caso de
algunas regiones de la Peninsula de Yucatan. Sin embargo, muchas de
estas especies pierden y producen hojas continuamente (Bullock et al.,
1995; Challenger, 1998). Por otra parte, los microambientes que se forman
en el dosel y en el suelo del bosque, estdn sujetos a fiuctuaciones
estacionales de radiacion solar. Estas fluctuaciones en la disponibilidad de
luz, varian desde las sombras proyectadas por el dosel completamente
cubierto de follaje durante la temporada de lluvias, hasta una reduccién del
dosel durante ja temporada de sequia, permitiendo la entrada de mas del
50% de la radiacion (Maass et al., 1995).

La biomasa foliar es méaxima a nivel de dosel, donde la intercepcién
y transformacion de la energia (radiacion) es Optima para muchas especies.
La linea divisoria entre las partes complementarias del dosel y el
sotobosque, se ha concebido como un plano. Este limite separa la parte del
ecosistema que estd expuesta a la radiacién total (zona eutréfica), de la
parte sombreada inferior (oligotréfica) que recibe un promedio de apenas 2-
3% de radiacion total en algunas selvas altas. Generalmente, la luz llega en
forma de haces de luz transmitida a través de las hojas, donde pequerios
claros en el dosel permiten temporalmente el paso directo de la luz del sof;
por lo tanto, esta luz esta formada por rojos lejanos e infrarrojos y por luz
reflejada por las hojas, troncos y ramas (Fetcher et al., 1994, Luttge, 1997,
Challenger, 1998).

En la parte alta del dosel el movimiento del aire es considerable y la
temperatura y la humedad son variables; por debajo del dosel, el aire suele
estar quieto y la temperatura y la humedad son casi constantes, mientras
que las conceniraciones de didxido de carbono son elevadas. Se ha
establecido que aunque la disponibilidad de agua es el factor mas
importante que determina la distribucion de las especies, la tolerancia a la
sombra y la susceptibilidad al foto-dario son también factores que deben ser
considerados (Kessler, 2002; Zotz & Hietz, 2001). Asi, se ha observado que
los gradientes de luz y humedad son responsables de la distribucion de
diferentes especies dentro del bosque y que éstos determinan, en gran
medida, el nicho ecolégico de muchas especies (Luttge, 1997, Valladares,
2004; Graham & Andrade, 2004; Reyes-Garcia et al., 2008).

Las diferencias en habitos de crecimiento, altura y preferencias
microclimaticas de las especies que habitan la selva baja caducifolia,
permiten que la vegetacion de esta sea dividida en subunidades que












través de la membrana, lo que a su vez puede aumentar el flujo de fotones
como resultado del dafio de la maquinaria fotosintética.

La cosecha de fotones por los tejidos verdes es inherentemente
peligrosa cuando la captura de energla es mas rapida que el transporte de
electrones y la disipacion de la energfa, entonces se produce sobre-
excitacion del aparato fotosintético. La sobre-excitacién, también llamada
fotoinhibicién, representa una represién de la fotosintesis (Long et al., 1994).
La fotoinhibicion cronica disminuye la productividad y puede tener efectos
negativos sobre la supervivencia; las condiciones fotoinhibitorias pueden
llevar a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, siglas en
inglés), que causan blanqueamiento fotodinamico y perturbacién del
metabolismo celular (Foyer et al., 1994). La fotoinhicién y la produccion de
ROS estan relacionados con el dafio en los centros de reaccién,
particularmente en la proteina D1 del fotosistema 1l (PSll). Las proteinas D1
dafiadas pueden ser eliminadas desde los centros de reaccion del PSIi, y
ser reemplazadas con la sintesis de nuevas proteinas. Sin embargo, esta
reparacion es inhibida si la sintesis es afectada en las hojas estresadas
(Rhodes & Nadolska-Orczyk, 2001).

La exposicion parcial a un exceso de luz en plantas adaptadas a
baja radiacién, da como resultado un exceso de energia de excitacién que,
como consecuencia, produce estrés foto-oxidativo, el cual es controlado por
eventos de oxido reduccién en las cercanias del fotosistema I (PSI;
Karpinski et al., 1997; Mollinedo, 2006). De esta forma, cuando las hojas son
danadas por la exposicion a altas intensidades de luz, producen ROS en el
cloroplasto; los ROS cominmente incluyen al radlcal superéxido (°0,'), al
peréxido de hldrOQeno (H,0,), al oxigeno singulete ( 0,) y al radical oxhidrilo
(‘OH). El *0,', que posteriormente es dismutado a H,O,, es formado por el
fotosistema |, mediante la fotorreduccién del oxigeno molecular en los
cloroplastos. EI *OH puede ser formado por la reaccion de H,O, con 'Oz , en
tanto que el 'O, es formado por transferencia de energia desde la clorofila
en estado excitado (ch®) al oxigeno. La sintesis de ROS aumenta cuando el
cloroplasto es expuesto a un exceso de energia de excitacion,
particularmente cuando la fijacién de carbono es limitada (Rhodes &
Nadolska-Orczyk, 2001; Mittler, 2002).

Las ROS desnaturalizan proteinas, dafian acidos nucleicos, causan
peroxidacion lipidica y ocasionan el escape del contenido celular, ademas
de una rapida desecacion, interfieren en el funcionamiento de la cadena
respiratoria en la mitocondria y en el rompimiento y pérdida en la fijacion de
CO; (Scandalios, 1992; Rhodes & Nadolska-Orczyk, 2001). Sin embargo,
existen diferentes procesos metabdlicos (e.g. la formacién de lignina en la
pared celular) que requieren de ROS como el H,0O, y el radical *OH. Para
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a dos condiciones de radiacion, en dos bromeliaceas con fisiologia CAM,
Tillandsia brachycaulos y Bromelia karatas, de diferente habito de
crecimiento en una selva baja caducifolia. Para cumplir con los objetivos del
trabajo se plantearon las siguientes preguntas:

¢, Con qué mecanismos cuentan 7. brachycaulos y B. karatas, para
sobrevivir en condiciones de alta radiacion?

¢ Podrian los individuos de sitios expuestos durante la temporada de
sequfa, presentar alta capacidad fotosintética a través del mantenimiento de
la tasa de electrones?

¢ Presenta fotoinhibicién y degradacion de la clorofila la maquinaria
fotosintética (PSII)?

¢ Presentan una alta eficiencia no fotoquimica (NPQ) los individuos
expuestos?

¢ Presentan fotodario y bajo NPQ los individuos bajo sombra cuando
se exponen a alta radiaciéon?

¢ Producen metabolitos con actividad antioxidante como respuesta a
alta radiacién T. brachycaulos y B. karatas? ¢ Aumenta la concentracién de
metabolitos con actividad antioxidante en individuos expuestos durante la
temporada de sequla? ;Producen una mayor cantidad de productos
antioxidantes las plantas de sombra bajo condiciones de alta radiaciéon?

¢ Reflejan caracteres adaptativos tipicos de plantas de sol o de
sombra los caracteres morfoanatémicos, como una respuesta a condiciones
de alta radiacién?

¢.Estad relacionada con la produccibn de antocianinas la
pigmentacién roja de las hojas de plantas expuestas? ;Se presenta como
una respuesta para disminuir el fotodario la produccién de antocianinas?
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SITIO DE ESTUDIO

La presente investigacion se realizd6 dentro del Parque Nacional de
Dzibilchaltun, (21°05° N y 89° 03" W, 10 msnm; a 15 km al norte de la ciudad
de Mérida y 20 km al sur del puerto de Progreso) en el estado de Yucatan,
México. El sitio esta caracterizado por un bosque transicional seco a érido
en el sistema Holdridge (Thien et al., 1982) y segin Miranda y Hernandez X
(1963) corresponde a la transicion entre la selva baja caducifolia y selva
baja caducifolia con cactaceas candelabriformes. De acuerdo a los valores
registrados en la estacion metereologica del sito (datos de julio de 2006 a
diciembre de 2008), la precipitacion media anual es de 800 a 1500 mm de
lluvia con un promedio de temperatura de 25.8°C (maximo de 41.5°C y
minimo de 9.4 °C; Figura 2.2). Este ambiente se caracteriza porque la
mayoria de los arboles (~70%) pierden sus hojas durante la marcada
estacion de sequia (diciembre a mayo, Mondragén et al.,, 2004; Valdez-
Hernandez et al.,, 2009). E! estrato arboreo estd dominado por las
leguminosas, siendo las especies mas comunes Caesalpinia gaumeri
Greenm, Acacia pennatula (Schkecht & Cham) Benth, Acacia gaumeri
Blake, Piscidia piscipula (L.) Benth., Apoplanesia paniculata Presl., y
Gymnopodium floribundum Rolfe. Esta Gltima es una de las especies
arboreas encontradas con mayor frecuencia y abundancia en la comunidad
vegetal de la zona de estudio y sirve como hospedero de un gran niumero de
especies e individuos epifitos. G. floriboundum se caracteriza por tener
corteza fisurada, asi como una superficie rugosa, lo que permite la adhesion
de los apéndices plumosos de las semillas de Tillandsia brachycaulos,
favoreciendo la colonizacion del forofito (Mondragon et al., 2004).

ESPECIES DE ESTUDIO

Tillandsia brachycaulos Schitdl. (Figura 1.2 A) se distribuye ampliamente
en las selvas secas y desiertos de México y Centroamérica, y generaimente
se encuentra desarrollandose como epifita (Mondragén et al., 2004; Ramirez
et al., 2005). Dentro de la peninsula de Yucatan es posible encontrarla en
todos los tipos de vegetacion selvatica, e.g., selva baja, selva baja
inundable, selva mediana subcaducifolia, selva mediana sub-perennifolia y
selva alta perennifolia, siendo mas abundante en las selvas bajas
caducifolias. 7. brachycaulos presenta metabolismo acido de las
crasulaceas (CAM) (Martin, 1994; Benzing, 1998), el cual junto con las
condiciones oligotréficas (crecimiento bajo condiciones de pocos
nutrimentos) de! ambito epifito determinan tasas de crecimiento lentas y su
tipo ecolégico puede clasificarse como tipo V (Tabla 1.1; Benzing, 2000). Es
una planta herbacea de forma arrosetada de 10 hasta 20 cm de altura en la
madurez, con capacidad de generar nuevos individuos tanto por semilla
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frecuencia de las bromeliaceas CAM esta relacionada con la exposicién a la
luz y la disponibilidad de agua, ambos factores dentro del dosel y a través
de diferentes regiones geograficas (Smith et al., 1986; Zotz y Hietz, 2001).
La alta capacidad fotosintética asociada a las plantas adaptadas a alta
radiacion, tanto C; como CAM, proporciona cierta proteccién, aunque CAM
puede proporcionar fotoproteccién adicional a través del mantenimiento del
transporte de electrones (Griffiths et al.,, 1986, Maxwell et al., 1995). De esta
forma, en plantas adaptadas a la sombra, la via CAM puede aportar una
respuesta méas rapida a los haces de luz, haciendo mas eficiente el
transporte de electrones (Skillman et al., 1999; Andrade et al., 2004).

Los miembros de la familia Bromeliaceae, epifitas y terrestres,
muestran una amplia variedad de estrategias de uso de luz; las diferentes
especies varlan desde aquellas adaptadas a sitios con alta radiacién
presentando altos valores de saturacion a la luz y bajos contenidos de
clorofila, hasta las adaptadas a la sombra con valores bajos de saturacién
de luz y, que presentan fotodegradacion y fotoinhibicion cuando se
encuentran sujetas a alta irradiacién (Griffiths & Maxwell, 1999; Benzing,
2000; Stuntz & Zotz, 2001). Se ha encontrado que estos rangos fisioldgicos
estan relacionados con el habitat de las especies, desde desiertos hasta
bosques lluviosos {Benzing & Renfrow, 1971; Smith et al., 1986), asi como
con la distribucién local de las epifitas a través de un gradiente de altura y
de intensidad de luz en el dosel (Griffiths & Maxwell, 1999). Lo anterior
refleja la alta capacidad de aclimatacion de las bromeliaceas a ambientes
cambiantes de intensidad luminica (Maxwell et al., 1992; Griffiths & Maxwell,
1999; Martin et al., 1999; Keller & Littge, 2005).

Entre los factores involucrados en la distribucion de las
bromeliaceas, en los diferentes tipos de ambientes y dentro de cada
microambiente, el agua es el factor mas importante. Sin embargo, existen
varios factores intrinsecos y extrinsecos (aislados o combinados) que es
necesario tomar en cuenta, ya que éstos limitan el crecimiento vy
supervivencia de las bromeliaceas. Entre los factores intrinsecos se
encuentran el habito de crecimiento, la fotoinhibicién, la via fotosintética, la
morfologia y el tamafio de los individuos, en tanto que entre los extrinsecos
se incluyen la disponibilidad de nutrimentos, la cantidad de sustrato, la
fenologia del forofito (u hospedero), la intensidad de luz, la disponibilidad de
agua y la velocidad del viento (en el caso de las especies epifitas), asi como
la coexistencia con otras bromeliaceas y las interacciones con otros
organismos (Andrade et al., 2004).

Uno de los factores intrinsecos determinante para el éxito de las

especies en diferentes ambientes y microambientes es la plasticidad en la
fotosintesis. En la selva baja caducifolia, durante la temporada de sequia el
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sombreados son mas eficientes utilizando la energfa luminica para
fotosintesis y menos eficientes para disipar el exceso de energia luminica
{Martin et al, 1999). En condiciones de campo, los mecanismos de
fotoproteccion dependen de los cambios de temperatura y estos a su vez
dependen de la intensidad luminica. Los climas caracterizados por altas
temperaturas y alta radiacién normalmente estan acompafiados por baja
disponibilidad de agua y, en severas condiciones, estos factores pueden
causar disfunciones en los centros de reaccién de los fotosistemas, y en las
reacciones sucesivas del transporte de electrones, ademas de alterar la
fotofosforilacion y el funcionamiento de diferentes enzimas que participan en
la fijacion de carbono (Jung & Niyogui, 2008; Triantaphylidés & Havaux,
2009).

Con el fin de responder las preguntas sobre la capacidad fisiologica
de las plantas expuestas y bajo sombra de dos especies de bromelidceas
CAM, Tillandsia brachycaulos y Bromelia karatas, que se encuentran ante
un ambiente con fluctuaciones estacionales de intensidad luminica y
disponibilidad de agua, se realizd una comparaciéon de los parametros de
fluorescencia de la clorofila (ETR, NPQ, Yield, Fv/Fm), la concentracién de
los pigmentos fotosintéticos, el potencial hidrico y la acumulacién de acidos
orgéanicos en plantas del Parque Nacional Dzibilchaltin, Yucatan.
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primer semana de cada mes, cada tres horas durante todo el dia, con el
sensor colocado a una altura de aproximadamente 20 mm sobre cada
planta. Al mismo tiempo, para determinar el microambiente, se registré la
humedad relativa con un sicrometro de onda (HR; %), y la temperatura
ambiental (°C), la del suelo y la de las hojas con un termoémetro infrarrojo.

Mediciones de fluorescencia

Se hicieron mediciones de la fluorescencia de la clorofila (F./Fp,
fluorescencia variable/fluorescencia maxima) y parametros relacionados (la
eficiencia no fotoquimica, NPQ; el rendimiento cuantico del fotosistema II,
OPSIt; y la tasa de transporte de electrones, ETR) con un medidor de
fluorescencia portatil (Mini-PAM, Walz, Alemania). Las mediciones se
hicieron durante ias temporadas de lluvia y de sequia en seis individuos de
cada especie, en donde tres estaban expuestos a alta radiacién y tres bajo
.sombra. Se tomaron mediciones pre-alba de F./F, entre las 5:30 y 6:00 am,
cuando las plantas estan terminando el periodo de obscuridad y los
fotosistemas se encuentran abiertos, y de esta forma determinar
fotoinhibicién en las plantas. Durante el curso de un dia se hicieron
mediciones cada tres horas (5:00, 8:00, 11:00, 14:00 y 17:00 h) de la ETR,
del NPQ, asi como de la ®PSll y del FFF,

Curvas de respuesta a la luz

Se realizaron curvas de respuesta a la luz estacionales, tanto para plantas
expuestas como de sombra, para determinar el punto de saturacién a la luz.
Las plantas se aclimataron a la oscuridad cubriéndolas con una bolsa negra
por aproximadamente 20 minutos (Figura 2.1) y para determinar el punto de
saturacion a la {uz se aplicaron 10 pulsos de luz de aproximadamente 0 ~
1400 pmo! m? s y los resultados fueron registrados en el medidor de
fluorescencia.
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RESULTADOS

1. Caracterizacién ambiental del sitio, durante el periodo de trabajo

Durante dos afios (2006-2008), se obtuvieron datos ambientales de la
estacion meteoroldgica instalada en el sitio de estudio, cabe mencionar que
para el afto 2006 solo se obtuvieron los datos a partir del mes de junio. En la
Figura 2.2 se muestra el diagrama ombrotérmico para el sitio de estudio en
donde se observa una marcada estacionalidad, caracterizadas por la
temperatura y la precipitacion; en donde la temporada de liuvia es de junio a
septiembre y, la temporada de sequia de febrero a mayo. La precipitacion
para 2006, 2007 y 2008 fue de 809.093 mm, de 1177.66 mm y de 1464.77
mm, respectivamente, con liuvias ocasionales durante las temporadas de
sequia. Los valores de precipitacién por arriba de la linea punteada indican
un superavit de lluvia (valores con mas de 100 mm). La temperatura media
anual fue de 26.4°C, de 25.6°C y de 25.5°C para 2006, 2007 y 2008
respectivamente. La temperatura maxima registrada fue de 41.5°C (mayo de
2008) y ta minima de 9.4°C (diciembre de 2008).
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Figura 2.2. Diagrama ombrotérmico para el sitio de estudio de junio de 2006
a diciembre de 2008. Los rectangulos blancos indican la temporada de {luvia
y los rectangulos negros indican la temporada de sequfa. La linea punteada
en los 100 mm de precipitacién, indica un superavit.

34












Para el caso de B. karatas se realizaron 10 mediciones de la
radiacién incidente sobre seis individuos de plantas expuestas y bajo
sombra; se registré la temperatura de las plantas, y se calculé el promedio y
el porcentaje de radiacion con mediciones cada tres horas (Figura 2.6). Al
medio dia se observa la mayor cantidad de FFF total, siendo las plantas
expuestas las que recibieron la mayor cantidad de radiacion, cabe
mencionar que en este caso, el FFF de las plantas es muy similar al FFF
total (Figura 2.6 A). Se observan diferencias significativas entre el porcentaje
de radiacion recibida entre las plantas expuestas (80%) y las de sombra
(20%; Figura 2.5 B). En cuanto al ciclo diurno de la temperatura de las hojas
(Figura 2.5 C) se observa un aumento después del medio dia, que esta
relacionado con el aumento en la radiacion; y no se observan diferencias
significativas entre las plantas expuestas y bajo sombra durante todas las
horas de medicion.
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Figura 2.6. Caracterizacion de microambiente luminico para Bromelia
karatas durante la temporada de fluvia. A, Flujo de fotones para la
fotosintesis (FFF) total y FFF sobre los individuos bajo sombra y expuestos;
B, Porcentaje de FFF en las plantas expuestas y bajo sombra; y C,
temperatura de los individuos bajo sombra y expuestos. Los valores son
medias ¢ EE, n=6 replicas por hora de medicion.
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fotosintesis (FFF, umoles m? s™), la temperatura de la planta (°C), del suelo
(°C) y del ambiente (°C), asi como de los sitios abiertos. Las mediciones se
realizaron cada tres horas, durante un ciclo diurno, tratando de llevar a cabo
las salidas de campo durante la primera semana de cada mes. En la Figura
2.8 se presentan los datos ambientales para los sitios abiertos, cercanos a
los microambientes que se trabajaron, en donde se observd que los valores
del FFF total, de temperatura ambiental y del suelo, alcanzan su maximo
valor entre las 11:00 y las 14:00 h. En cuanto a la temperatura del suelo y
del ambiente no presentaron diferencias significativas; y comparando las
horas de medicion, Unicamente la medicién de la temperatura del ambiente
y del suelo a las 14:00 h presentaron diferencias significativas, siendo mayor
la temperatura del ambiente.
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Figura 2.8. Cambios diurnos en el flujo de fotones para ia fotosintesis (FFF)
incidentes temperatura ambiental y del suelo de sitios expuestos para un dla
representativo de la temporada de sequia (6 de mayo 2007). Los valores
son medias  EE, n=6 replicas por hora de medicion.

En la figura 2.9 se presentan los resultados registrados de la
temperatura (del suelo y del microambiente) y el porcentaje de FFF para los
individuos expuestos y bajo sombra de T. brachycaulos durante la
temporada de sequia. Se observaron diferencias significativas en la
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Figura 2.9. Caracterizacion de las condiciones microambientales de 7. brachycaulos durante la temporada de
sequia, de Jos micrositios de individuos expuestos y bajo sombra. A, temperatura del suelo y del ambiente de
individuos expuestos y bajo sombra; B, Porcentaje de radiacion (FFF) en las plantas expuestas y bajo sombra; y C,
temperatura de la planta. Los valores son medias + EE, n= 3 individuos.
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Figura 2.10. Caracterizacion de las condiciones microambientales de B. karatas durante la temporada de sequia. A,
temperatura del suelo y del ambiente de individuos expuestos y bajo; B, Porcentaje de radiacion en las plantas
expuestas y bajo sombra; y C, temperatura en las hojas de individuos bajo sombra y expuestos. Los valores son
medias + EE, n= 3 individuos.
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la temporada de sequia (Figura 2.12D) con una disminucién de la ETR (50
pequiv m? s™) a baja radiacion (500 pmol m?s™).
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Figura 2.11. Curvas de respuesta a la luz de T. brachycaulos para
individuos expuestos y bajo sombra. Las figuras muestran los valores de
respuesta a la luz (FFF) y la ETR registradas al medio dia para las
diferentes temporadas. A. Mitad de la temporada de lluvias; B, inicio de la
temporada de sequia; C, mitad de la temporada de sequia; D, final de la
temporada de sequia y E, final de la temporada de lluvia. Los valores son
medias + EE, n= 3 plantas.
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b) Fluorescencia maxima del PSii (F./F)

La fluorescencia o eficiencia maxima cudantica del PSH fue registrada al
amanecer, cuando las plantas aun estdn aclimatadas a la oscuridad
(prealba; AF/Fm= F/F,). Este indice muestra una clara correlacion del
porcentaje de centros funcionales del PSH y la actividad fotosintética
(Anderson et al., 1997; Maxwell & Johnson, 2000).

En T. brachycaulos (Figura. 2.13), los valores de F./F, presentaron
diferencias significativas entre plantas expuestas y bajo sombra, asi como
entre estaciones. Unicamente durante el inicio de la temporada de sequia
(marzo 2007) no se observan diferencias significativas entre plantas
expuestas y bajo sombra. Durante la temporada de sequia el valore de
F./Fq disminuy6, tanto en individuos expuestos como de sombra, sugiriendo
fotoinhibicion del fotosistema Il (PSIl) siendo las plantas de sombra las méas
susceptibles, puesto que muestran los valores mas bajos de F,/Fp,.
Finalmente, y aun cuando los valores de F,/Fy, para T. brachycaulos fueron
bajos durante la temporada de sequia, los niveles de F,/F,, observados en
ambas especies no denotan un dafio permanente al PSll, demostrando que
las plantas presentan fotoinactivacién.
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Figura 2.13. Fluorescencia maxima del fotosistema Il (F./Fn) de T.
brachycaulos para las plantas expuestas y bajo sombra de mediciones
durante el amanecer. Los valores son medias + EE, n=3.
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El efecto estacional de la alta radiacién se ve reflejado en los
parametros de fluorescencia. Como se habla observado en las curvas de
luz, los valores de ETR en 7. brachycaulos son bajos durante las
temporadas de lluvia y sequia. Se observé que el ETR aumenta en un ciclo
diurno (Figura 2.15B), principalmente durante la temporada de sequia
indicando mayor actividad fotosintética durante la hora de mayor radiacion
(Figura 2.15B) y mayor temperatura (Figura 2.15D). Para B. karatas, los
valores de la ETR son altos, y no se observan diferencias entre estaciones
(Figura 2.16A). Esta actividad esta relacionada con el aumento en el FFF
(Figura 2.16B) y de la temperatura (Figura 2.16D).

Durante la temporada de sequia, a pesar de que 7. brachycaulos
mantiene funcional la actividad fotosintética (ETR), tanto NPQ (Figura
2.15C) como OPSII disminuyen (Figura 2.15E). La regulacion a la baja de
DPSII deberia significar el aumento de NPQ (Noguées & Baker, 2000). Sin
embargo, el NPQ para plantas de sombra se mantiene constantemente bajo
durante la temporada de lluvia y sequia; en el caso de las plantas
expuestas, los valores de NPQ presentan cambios estacionales,
disminuyendo durante la temporada de sequia. Tanto en 7. brachycaulos
como en B. karatas, el rendimiento cuantico del PSil (®PSH) es alto al
amanecer. Durante la temporada de lluvia, y al inicio de la temporada de
sequfa, al final del dia los valores de ®PSIil aumentaron, demostrando
recuperacion en la funcionalidad del PSIl. Durante la temporada de Huvia,
también se observa una recuperacion funcional al aumentar los valores de
DPSH.

En el caso de B. karatas (Figura 2.16A) la actividad fotosintética
(ETR) presenta valores altos, y como se habla mencionado, es una planta
adaptada a sitios abiertos, por lo que los valores de la ETR aumentaron al
medio dia y el ®PSII disminuye al aumentar el FFF. Los valores de NPQ son
bajos entre estaciones, excepto al final de la temporada de sequia
(mayo07), donde se observé un aumento de la NPQ, que podria estar
relacionado con una disminucion del ®PSII.
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Figura 2.16. Parametros de fluorescencia de la clorofila de B. karatas. En la
figura se muestran los patrones estacionales de a) tasa de transporte de
electrones (ETR), b) flujo de fotones para la fotosintesis (FFF), ¢) eficiencia
no fotoquimica (NPQ), d) temperatura de la hoja, e) rendimiento cuantico del
fotosistema I (@ PSII). Los valores son medias £+ EE, n=3. Los simbolos
representan plantas expuestas (A) y bajo sombra (e).
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Figura 2.17. Potencial hidrico al amanecer y al medio dfa, para los plantas

expuestas (A) y bajo sombra (B) de T. brachycaulos. Los valores son
medias + EE, n=3-6. La linea negra representa la temporada de sequia.
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5. Pigmentos fotosintéticos

Tanto T. brachycaulos (Figura 2.19) como B. karatas (Figura 2.20),
presentaron diferencias significativas estacionales, asi como entre plantas
expuestas y bajo sombra en el contenido de pigmentos fotosintéticos
(clorofila total, carotenoides totales y la relacion clorofila a/b). En cuanto a la
concentracion de clorofilas totales tanto T. brachycaulos (Figura 2.19 A)
como B. karatas (Figura 2.20 A) presentaron diferencias significativas entre
plantas expuestas y bajo sombra, mostrando una respuesta tipica de plantas
de sol y de sombra, en donde las plantas bajo sombra presentan una mayor
concentracion de clorofila. Durante la temporada de sequia, se observé una
disminucion de la concentracidon de clorofilas totales. Ambas especies
presentaron disminucion en el contenido de clorofilas al final de la
temporada de sequia.

En cuanto a la concentraciéon de carotenoides, T. brachycaulos
presenté diferencias significativas estacionales, con alta concentracién
durante la temporada de sequfa (Figura 2.19 B, abril 07), y diferencias
significativas entre plantas expuestas y bajo sombra. En el caso de B.
karatas se observan diferencias significativas entre plantas expuestas y de
sombra solo a la mitad de la temporada de sequia (Figura 2.20 B, abril 07),
siendo las plantas bajo sombra las que presentan la mayor concentracion de
carotenoides. No se observan diferencias estacionales.

Por otro iado, con respecto a la relacion de clorofila a:b tanto T.
brachycaulos como en B. karatas, no presentaron diferencias significativas
estacionales, aunque al final de la temporada de lluvia, entre plantas
expuestas y bajo sombra (sep 06) y la mitad de la temporada de sequia
{mayo07) se observaron diferencias significativas; el valor promedio de la
relacion clorofila a:b es de 2.2 (Figura 2.18 C y 2.20 C).
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DISCUSION

La selva baja caducifolia de Dzibilchaltun presenta un tipo de vegetacion
clasificado como selva baja caducifolia. En este sentido, durante la
temporada de sequia, la precipitacién disminuye o es casi nula y se observa
un aumento en el DPV, durante la temporada de lluvia, disminuye el DPV
ocasionado por el aumento en la humedad del aire, y la FFF por dia
aumenta debido a que los dias son mas largos y se presentan mas horas luz
en los dias despejados. Estos cambios ambientales - influyen
significativamente sobre el comportamiento fisiolégico de las especies. Las
variaciones ambientales estacionales, aunado a la naturaleza caducifolia de
los arboles vecinos, pueden cambiar dramaticamente las condiciones de luz
dentro del dosel (Zotz & Winter, 1994; Nobel & De la Barrera, 2004),
creando microambientes altamente modificados en donde, ademas de la luz,
se alteran las condiciones de temperatura, fa disponibilidad de agua y la
humedad del suelo; y asl la capacidad para aclimatarse a estos cambios
puede ser importante para el establecimiento, supervivencia y crecimiento
de algunas bromelidceas (Maxwell et al., 1995; Benzing, 2000; Bader et al.,
2009). En cuanto a las condiciones microambientales de humedad vy
temperatura no se observan cambios entre plantas expuestas y bajo
sombra, pero si entre estaciones, confirmando lo encontrado por Graham y
Andrade (2004).

Los resultados obtenidos sobre la evaluacién de los parametros
microambientales permiten establecer que ambas especies estan sometidas
a variaciones estacionales de radiacion y temperatura. Durante la
temporada de sequia el FFF es mayor dado que en esta época del afio, la
variacion del fotoperiodo y el angulo en que la radiacién es recibida, resultan
en un aumento de radiacion sobre el dosel debido a la reduccién en la
cobertura de nubes (Figura 2.3; Théry, 2001). Por lo tanto se observa un
incremento importante en la temperatura de las plantas, en el suelo y del
ambiente. Adicionalmente, durante la temporada de sequia las plantas de
sombra de T. brachycaulos y de B. karatas reciben de 30% a 40% mas
radiacion que durante la temporada de lluvia, debido a la naturaleza
caducifolia de las especies vecinas (Tabla 2.1).

Durante la temporada de lluvia, el FFF (Figura 2.5 y 2.6) sobre las
plantas expuestas y bajo sombra, reflejan las condiciones luminicas en el
microambiente para ambas especies, en donde se observé que la cantidad
de FFF para ambas condiciones disminuyé. Por otra parte, la temperatura
de las plantas aumenta al medio dia, como resultado de un incremento en la
radiacion. En T. brachycaulos las hojas de los individuos bajo sombra
presentan una mayor temperatura que los expuestos, posiblemente porque
no tienen la capacidad de disipar el exceso de calor de su microambiente,
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En el caso de B. karatas, presenté alta actividad fotosintética,
reflejado por un alto punto de saturacion a la luz, demostrando su alta
capacidad de adaptaciéon a sitios expuestos, al continuar con su actividad
fotosintética aun en condiciones de alta radiacién. Aunque, a medida que
avanza la temporada de sequla, presentd una diminucién de la actividad
fotosintética (Figura 2.12), confirmando que la actividad fotosintética no solo
depende de la intensidad luminica, sino también de la disponibilidad de
agua. Los resultados muestran que B. karatas puede recuperar su actividad
fotosintética (Fig. 2.12E) cuando las condiciones hidricas son favorables.

Ambas especies, durante las temporadas de lluvia y de sequia,
presentan altos valores de ETR, Ilo que parece ser una respuesta
relacionada con las propiedades opticas de las hojas. Sin embargo, y
aunque aparentemente las hojas de plantas expuestas y de sombra tienen
propiedades Opticas similares, las hojas de plantas de sombra son mas
eficientes que las expuestas para absorber la luz para fotosintesis (Lee &
Graham 1986; Lee et al. 1990). De esta forma, la adaptaciéon bajo sombra
esta relacionada con la eficiencia del uso de la energia luminica disponible.
Por lo tanto, las plantas de sombra utilizan una mayor proporciéon de su
capacidad fotosintética en la sintesis y mantenimiento de la maquinaria
fotosintética, que las plantas expuestas.

En cuanto a la eficiencia cuantica del PSII (F,/F.,), la disminucién de
F/Fm en funcién de la luz, usualmente es un indicador de la alteraciéon en el
aparato fotosintético, a nivel de su conversion cuantica y transporte de
electrones (Lichtenthaler & Burkart, 1999), dando como resultado una
disminucién de la actividad fotosintética de la planta. En varios grupos de
plantas, cuando son aclimatadas a alta radiacién, la tendencia general es
una disminucion de la actividad fotosintética (Porter, 2000). Dicha
disminucion en los valores de Fv/Fm se debe probablemente a procesos
de protecciéon de disipacion calorifica (Porter, 2000). Esta tendencia se
mantuvo en plantas expuestas de T. brachycaulos en donde los valores de
F./F. fueron inferiores a 0.8, indicando la preferencia de T. brachycaulos
por los ambientes sombreados.

A pesar de que T. brachycaulos es una bromeliacea mejor adaptada
a sitios de sombra, también la podemos encontrar en sitios expuestos, en
donde las condiciones luminicas son mas intensas, en este caso presentd
baja capacidad de fotoproteccién, ocasionada por la baja capacidad de
disipar el exceso de energia de excitacibn (Demming-Adams & Adams,
1996). A largo plazo, se puede presentar fotoinhibicibn del PSH,
determinada por la progresiva disminucion de Fy/F,, durante la temporada
de sequia, aunque los niveles de F,/F, observados en ambas especies no
denotan un dafo permanente al PSIl. En este sentido, T. brachycaulos
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un aumento de ETR, asociado a un aumento de radiacién, da como
resultado un proceso de inactivacion de ®PSH y, por lo tanto, NPQ y ®PSI|
se mantienen bajos durante el dia, ayudando a disminuir el daflo oxidativo.
Las plantas expuestas de T. brachycaulos absorben mucho mas energia de
la que puede usar, asi cuando las plantas no pueden dispersar de forma
segura la energia excedente, entonces la clorofila pasa a un estado de
sobreexcitacion, presentandose fotoinactivacion.

En ambas especies, los valores al amanecer del ®PSlHl son altos,
indicando que los fotosistemas se encuentran abiertos, saturandose a lo
largo del dia, produciéndose disipacion fotoquimica (fluorescencia) y no
fotoquimica (calor y ciclo de las xantofilas). En el caso de la temporada de
lluvia, y al inicio de la temporada de sequlia, durante un ciclo diurno los
valores de ®PSIl se recuperaron al finalizar el dia, indicando que no se
produjo dafio permanente del aparato fotosintético. Finalmente, durante la
temporada de lluvia los valores de ®PSII indican que el aparato fotosintético
se encuentra en un estado relajado. Para B. karatas, se observd alta
eficiencia del PSll y valores altos de F,/F,, que estan relacionados con la
capacidad de estas plantas para adaptarse a los sitios abiertos. De esta
forma, los procesos fotoquimicos a nivel del PSIl han demostrado ser mas
sensibles durante la temporada de sequia; bajo esta situacion la capacidad
fotosintética puede verse afectada principalmente por una disminucion en el
namero total de los centros del PSIl en estado funcional y por cambios en la
eficiencia de los centros funcionales (®PSIl). La disminucion del nimero de
centros funcionales estad relacionado con la integridad de la maquinaria
fotosintética, por lo que, bajo condiciones de estrés hidrico severo, el PSl|
podria daflarse permanentemente.

Por otro lado, la temporada de sequia en el sitio de estudio es
regular y prolongada alcanzandose, en ocasiones, los 30 dias de sequia. El
estado hidrico en las hojas de plantas expuestas y de sombra de T.
brachycaulos presentaron variacién estacional (Figura 2.17), siendo la
temporada de sequfa cuando se presenta el mayor déficit hidrico. T.
brachycaulos crece en un ambiente epifito sometido a constante estrés
hidrico y expuestas a la accion de los vientos (Andrade et al., 2004),
presentando diferencias de potencial hidrico entre temporadas, con bajo
potencial hidrico en las plantas de sombra. Estas diferencias podrian ser
atribuidas al hecho de que para la familia Bromeliaceae, las fuentes de agua
como el roclo y la niebla son muy imporiantes, ya que estas plantas
absorben agua a través de los tricomas, acumulan acido malico durante la
noche (CAM) y disminuyen el potencial osmotico foliar, con lo que aumentan
su capacidad de absorcion del rocio (Andrade, 2003; Graham & Andrade,
2004). Las plantas bajo sombra son mas susceptibles de estrés hidrico, ya
que el rocio podria no estar disponible, debido a la intervencidn en la colecta
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se mantenga humedo, cuando el suelo alcanza valores de YV inferiores a -
1.5 MPa. El agua almacenada en el tejido suculento (parénquima medular),
permite que los ¥ de las hojas no sean inferiores a -2.0 MPa durante Ila
temporada de sequia, manteniendo asi la apertura estomatica, la actividad
del tejido fotosintético y la continuidad de la fotosintesis a bajo potencial
hidrico (Goldstein et al., 1991; Liittge, 2004; Pimienta-Barrios et al., 2006).
Lo anterior confirma que T. brachycaulos y B. karatas son plantas tolerantes
a la sequia ya que, al igual que muchas plantas de desierto, no pueden
evadir 12 sequia y tienen que continuar con la fotosintesis cuando los vaiores
de ¥ en el suelo son bajos.

Por otro lado, las bromelidceas tanto epifitas como terrestres,
pueden aclimatarse y desarrollarse bajo diferentes intensidades de luz
presentando cambios en el contenido de pigmentos fotosintéticos (Maxwell
et al.,, 1992; Griffiths & Maxwell, 1999, Graham & Andrade, 2004). Como
ocurre en muchas especies, tanto T. brachycaulos como B. karatas
presentaron una mayor concentracién de clorofilas totales en las plantas
bajo sombra, en ambas temporadas. Una mayor concentracién de clorofilas
en las plantas bajo sombra, significa que se requieren mas unidades
fotosintéticas para poder capturar los paquetes de fotones que pasan a
través del dosel como haces de luz. De esta forma, las plantas de sombra
muestran un aparato fotosintético eficiente en cuanto al uso de la radiacién.

Ambas especies presentan disminucién en el contenido de clorofilas
al final de la temporada de sequia, esta respuesta permite minimizar la
absorcion de luz cuando se presenta mayor radiacion y de esta forma evitar
dafio a los fotosistemas. Cuando no todos los fotones absorbidos por las
clorofilas pueden ser utilizados en los procesos fotoquimicos, las plantas
responden a través de mecanismos para disipar el exceso de energia y
evitar que las membranas fotosintéticas y las clorofilas sean dafadas,
produciéndose fotodegradacion y por consiguiente reduccién o pérdida de la
capacidad fotosintética (®PSIl). El exceso de luz en las plantas afecta
directamente los centros de reaccién del PS|l. De esta forma, la
acumulacion de energia de excitacion que no puede ser eficientemente
canalizada hacia la ruta fotoquimica provoca la rapida destruccion de una de
las subunidades proteicas dei PSIl (proteina D1; Anderson & Aro, 2004,
Strid et al., 2004).

En el caso de la relacion de la clorofila a:b (chl a:b) es un caracter
particular de aclimatacién de muchas plantas que crecen bajo variaciones
ambientales de radiacién, esta retacion expresa alteraciones en la cantidad
de los complejos de pigmentos proteicos cosechadores de luz (LHC;
Anderson et al.,, 1986). Tipicamente, la relacién clorofila a:b disminuye, y la
cantidad de clorofila asociada con los LHC incrementara como una
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aparato fotosintético y mantener en equilibrio el metabolismo hasta que fas
condiciones sean favorables. La disminucion de la concentracion interna de
CO,, se ve reflejada en una disminucién de la tasa de transporte de
electrones como respuesta de fotoproteccion (ver Fig 2.11D y 2.12D).

Durante la temporada de liuvia, el incremento de acidos organicos
se ve favorecido y, por lo tanto, la fotosintesis. Las plantas bien hidratadas
muestran asimilacion de CO; durante la noche y solo cerca det 12% de este
CO; es fijado durante el dia (Graham & Andrade, 2004). La disminucién de
acidos organicos durante la temporada de sequia puede explicarse por un
aumento de la temperatura durante la noche y por un alto DPV durante el
dia (ver Fig. 2.3; Andrade, 2003). Ademas, para evitar la transpiracién, las
especies CAM, tienden a mostrar apertura estomatica durante la noche,
reduciendo asi la &cidez nocturna.

CONCLUSIONES

Durante la temporada de sequia, cuando las condiciones ambientales son
extremas (alta radiacion y sequia), T. brachycaulos y B. karatas muestran
respuestas tipicas de aclimatacion a fotoproteccion a través de la disipacion
térmica y la disminucion de la actividad fotosintética, reflejada por la
actividad de ETR a diferentes pulsos de luz, disminucién de la fluorescencia
y de la concentracién de la clorofila, demostrando que la maquinaria
fotosintética fue inactivada por deshidratacién y alta radiacion, indicando un
proceso de regulacion mas que de inactivaciéon de los centros de reaccion
del PSIHi. Ambas especies presentan un aumento en la concentraciéon de
carotenoides, lo que podria permitir disipar la energia en forma de calor, sin
embargo, esto no fue suficiente para evitar fotoinactivacion del PSil en T,
brachycaulos. Las variables fisiologicas evaluadas, demuestran que T.
brachycaulos presenta alta flexibilidad fisiolégica y por lo tanto puede
adaptarse a diferentes microambientes dentro del dosel. Mientras que B.
karatas, a pesar de aclimatarse bien a sitios bajo sombra, es una planta
adaptada a sitios con alta radiacién, y por lo tanto tiene mecanismos
fisiologicamente eficientes para evitar dafio.
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cuando las plantas CAM son expuestas a una combinacién prolongada de
sequia y alta radiacién, el PS I es susceptible a la sobreexitacion y
sobrereduccion de elementos redox, como consecuencia de la continua
actividad del transporte de electrones después del cierre estdmatico
(Miszalski et al., 2001; Lattge, 2004). Por otro lado, las plantas CAM poseen
efectivos sistemas de respuesta antioxidante con patrones diurnos de
expresién y regulacion de enzimas (e.g. catalase, superoxide dismutase) y
metabolitos antioxidantes (e.g. anthocyanins and flavonids; Slesak et al,
2002; Niewiadomska et al., 2004). Niewiadomska & Borland (2008)
mencionan que existe poca evidencia que apoye el estrés oxidativo o el
dafo oxidativo en plantas CAM, y proponen que una interaccién entre varios
procesos incrementan la actividad enzimatica y de los metabolitos
involucrados en la eliminacion y desactivacion de ROS, optimizando el
funcionamiento fotosintético de acuerdo a los cambios dinamicos en las
concentraciones de CO, y O, que ocurren durante las fases diurnas de
CAM.

Los mecanismos de adaptacion a estrés por radiacion pueden
también depender de productos fotoprotectores en los cloroplastos, e.g.
carotenoides del ciclo de las zeaxantinas, asi como de la formacion de
flavonoides que absorben y disipan la energfa. La adaptacion a diversas
intensidades de radiacion es especifica para cada especie y depende de su
capacidad para producir flavonoides y otros metabolitos fotoprotectores
(Winkel-Shirley, 2002; Niyogi, 2000). Los flavonoides se biosintetizan en
todas las plantas, que aunque comparten una via biosintética central,
poseen una gran variabilidad en la composicién quimica de sus productos
finales y en los mecanismos de regulacién de su biosintesis, por lo que la
composicién y concentracién de flavonoides es muy variable entre especies
y en respuesta al ambiente. Los flavonoides son sintetizados en el
citoplasma y luego migran hacia su destino final en las vacuolas celulares.
Cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas, algunas
funciones son comunes a todas las plantas y otras son especificas de
algunos taxones (Chalker-Scott, 1999; Gould et al., 2002). Como ejemplo de
dichas funciones, los flavonoides son responsables de la resistencia de las
plantas a la luz ultravioleta, intervienen en el transporte de la hormona
auxina, y como defensa ante el herbivorismo. Otra funcion importante es la
atraccién de los animales polinizadores, a través del color o el olor que dan
a la planta o a sus flores (Davies, 2004). La acumulacion de antocianinas en
los tejidos vegetales indica estrés en las plantas, sin embargo el papel que
juegan los flavonoides en la respuesta vegetal al estrés es todavia poco
entendido. En muchos casos, estos metabolitos aportan su actividad
antioxidante como parte de una respuesta general de la planta al estrés
(Winkel-Shirley, 2002; Tanaka et al., 2008).
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INTRODUCTION

Plant adaptations to avoid damage from excess light include morphological,
biochemical, and physiological features. However, the potential for light
acclimation is species specific and involves major structural and functional
changes in the photosynthetic apparatus (Lambreva et al., 2008; Luttge,
2008). During photosynthesis, excessive amounts of light may cause over-
energizing (photooxidative stress) and damage of the photosynthetic
apparatus, causing photoinhibition (Jung & Niyogi, 2008; Hernandez et al.,
2006; Lambreva et al., 2006). Although excess energy is dissipated as heat
or fluorescence (Demmig-Adams & Adams lll, 1996; Nobel, 2005), under
high phosoynthetic photon flux (PPF) conditions a number of toxic radicals
known as reactive oxygen species (ROS) are produced (Karpinski et al.,
1999; Krieger-Liszkay et al., 2008); these radicals represent a threat to the
cell because they react with proteins, lipids and DNA, causing rapid cell
damage and destroying chloroplast pigments and membrane lipids (Chalker-
Scott, 1999; Gould et al., 2002). To prevent damage by RQOS, plants use
both enzymes and metabolites with antioxidant activity (Shao et al., 2008,
Hernandez et al, 2009);, antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase, catalase and ascorbate peroxidase are capable of removing,
neutralizing or scavenging oxy-intermediates in leaves (Gould et al., 2002,
Hernandez et al., 2006; 2009). Alternatively, metabolites with antioxidant
activity include carotenoids, anthocyanins, flavonoids, and molecules such
as ascorbic acid (vitamin C), tocopherol (vitamin E), and ferrodoxin (Krieger-
Liszkay & Trebst, 2006). Most of the antioxidant metabolites accumulate
primarily in the epidermis to both scavenge ROS and, presumably, screen
solar light in the absence of a photon-scattering indumentum (Steyn et al,,
2002; Merzlyack et al., 2005; Tanaka et al., 2008).

It has been proposed that crassulacean acid metabolism (CAM), a
mode of carbon acquisition where carbon acquisition occurs mainly at
nighttime, prevents ROS production because during daytime, when stomata
are closed, CO, assimilation prevents the over-energization of the
photosynthetic machinery, thus controlling photoinhibition and oxidative
stress under moderate levels of light intensity and water-limiting conditions
(Borland et al., 2000; Osmond & Forster, 2008; Niewiadomska & Borland,
2008). However, CAM plants exposed to a combination of prolonged,
extreme water deficit plus high PPF, are susceptible to over-excitation of
photosystem Il (PSIl) and over reduction of the redox-elements, as a
consequence of sustained electron transport behind closed stomata
(Miszalski et al.,, 2001; Luttge, 2004). Moreover, CAM plants possess
effective antioxidative response systems with a diurnal pattern of expression
and regulation of antioxidant enzymes (e.g. catalase, superoxide dismutase)
and antioxidant metabolites (e.g. anthocyanins and flavonids; Slesak et al.,
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MATERIALS AND METHODS

Plant species and study site

Both Tillandsia brachycaulos Schitdl. and Bromelia karatas L. exhibit CAM
photosynthetic pathway (Martin, 1994; Graham & Andrade, 2004; Cervantes
et al., 2005). T. brachycaulos is an epiphytic bromeliad commonly found in
tropical dry forests, moist forests and semi-arid shrublands in southern
Mexico and Central America (Mondragén et al., 2004; Ramirez et al., 2005).
B. karatas is a terrestrial bromeliad which can be found in tropical dry
forests, tropical thorn forests, semideciduous tropical forests and coastal
dunes (Ramirez et al., 2005).

Measurements and sampling were carried out at the Dzibilchaltun
National Park (21°05°N, 89°99'W, 8 m elevation) in Yucatan, México, in the
dry (April 2007) and rainy (September 2007) seasons. The site is a
subtropical-dry to tropical-arid forest, with a maximum canopy height of 8 m
(Mondragon et al, 2004; Cervantes et al,, 2005). The rainfall pattern is
markedly seasonal, with mean annuai rainfall and temperature of 700 mm
and 25.8 °C, respectively (Thien et al., 1982). A marked dry season (March-
May; where most trees are leafless) occurs between an early dry season
(November-February) and a rainy season (June-November; Orellana, 1999).

Light microsite characterization

The light environment was characterized using hemispherical photography.
A digital picture (Nikon Coolpix 4300, Japan) was taken from above each
plant with a fish-eye lens (Nikon FC-E8 0.21x, Japan), during dry and rainy
seasons to quantify the gap fraction distribution above the plant, and hence
the directional distribution of diffuse PPF in the understory. Images were
processed using WINPHOT version 5.0 (1996, ter Steege, The Netherlands).
Six individuals growing under the shaded lower canopy or on exposed sites
were located and selected for both species. Individuals of each species were
grouped according to the total PPF received daily during the dry season: fully
exposed to direct sunlight (80-90 % total daily PPF) and shaded (20-30 %
total daily PPF).

Antioxidant activity
Leaf extraction. Leaves from ten individuals of T. brachycaulos and five
individuals of B. karatas were collected each season (dry and rainy), under

both light regimes. Ground fresh leaves of both species were extracted with
ethanol at room temperature for 24 h. The resulting slurry was filtered, first
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solvent employed to dissolve the samples tested was added to the control
tubes. The assay was run three times with the same sample.

Assay for total anthocyanins

Tissue-specific localization. Five exposed and five shaded plants were
processed during dry and rainy seasons. The localization of anthocyanins
was estimated on hand transverse sections of fresh leaf tissue stained with
1M HCI, as reported by Gould et al. (2002), and observed using a light
microscope with photographic facility (Nikon, Coolpix L12). Red regions of
the laminae were sectioned and the histological location of the red
pigmentation noted under bright field microscopy.

Extraction and determination. The extraction of anthocyanins was
carried out following Neff & Chory (1998). Fresh leaves (0.05 g) collected
from exposed and shaded plants (n=5), during dry and rainy seasons, were
ground in liquid nitrogen, resuspended in methanol-1 % HCI, and left in the
dark for 24 h, at 4 °C. Solids were separated by centrifugation (5000 g for 5
min) and the absorbance of the supernatant was read at 530 nm using a
spectrophotometer (Beckman Coulter DU650). Total anthocyanins content
was determined according to the equation given by Yang et al. (2008).

Statistical analysis

The qualitative DPPH assay was performed in triplicate and all data were
tested for differences in concentration of antioxidant metabolites in terms of
season (dry/rainy) and PPF levels (shaded/exposed), using Kolmogorov-
Smirnov test comparing two independent samples. Differences between
treatments of the anthocyanin assay were established using a two-way
ANOVA. A simple regression analysis was performed to describe the
correlation between incident PPF and total anthocyanin content during rainy
and dry seasons for both species (STATISTICA software, version 7).
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DISCUSSION

Although the average daily PPF above the canopy was slightly higher during
the rainy season (mainly because the days were longer), shaded plants of B,
karatas, and shaded and exposed plants of T. brachycaulos received more
PPF during the dry season than during the rainy season, because of the
deciduousness of neighboring trees. Many tropical rosette plants, often
possessing CAM, are able to tolerate extremely wide light intensities and
their rapid changes (Merzlyak et al,, 2005). In this particular tropical dry
forest, T. brachycaulos grows and reproduces better in partially shaded
microsites within the canopy, where the individuals can capture more water
and better dissipate the heat (Cervantes et al., 2005; Andrade et al., 2009).
it has been reported that CAM prevents ROS production, controlling
photoinhibition and oxidative stress (Niewiadomska & Borland, 2008),
nevertheless, during the dry season, T. brachycaulos shows a decrease in
photosynthetic efficiency and photoinhibition (Graham & Andrade, 2004;
Cervantes et al., 2005), indicating that 7. brachycaulos is more susceptible
to over-excitation of photosystem Il (PSIl) and over reduction of the redox-
elements.

The qualitative evaluation of the antioxidant activity, using the
reduction of the DPPH radical as an indicator, showed that the antioxidant
activity detected in the leaf crude extracts of the two bromeliads was mainly
due to their polar components (Table 3.1). This was confirmed by the
quantitative determination of the antioxidant activity, which showed that the
strongest antioxidant activity occurred in both the crude extracts and the
high-polarity fractions (Figure 3.2). Since none of the purified fractions
showed a stronger antioxidant activity than that of the originating crude
extracts, all of the evaluations of antioxidant activity were carried out using
crude extracts. The polar nature of the metabolites responsible for the
antioxidant activity detected in the extracts of T. brachycaulos and B. karatas
suggest that it might be due to the presence of phenolic products (Brand-
Williams et al.,, 1995), including flavonoids and anthocyanins (Sanchez-
Moreno et al., 1999; Espin et al., 2000), in the extracts.

The production of antioxidant metabolites was very similar for both
exposed and shaded plants of both species during the rainy season, which
indicates that these species do not increase their production of antioxidant
metabolites under higher PPF, when water stress is not a factor. However,
the higher antioxidant activity of exposed and shaded plant species during
the dry season, suggests that both T. brachycaulos and B. karatas use their
antioxidant defenses under water deficit conditions, as a part of their CAM
activity to reduce photo-oxidative damage. These results are in agreement
with previous reports from a wide variety of light- and water-stressed plants
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photosynthetic apparatus from the effects of photoxidative stress (Gould et
al., 2000; Steyn et al., 2002).

Although the red-pigmentation in the adaxial surface of exposed
leaves of B. karatas also suggested a high anthocyanin content, our results
showed a low concentration of these pigments (Figure 3B), in a finding that
coincides with reports for other CAM species (Vogh et al., 1999; Close &
Beadle, 2003; Merzlyak et al., 2005). For some plant species seemingly
devoid of anthocyanins, it has been documented that strong sunlight or a
combination of high PPF and water deficit induces a red-pigmentation of the
leaves; this pigmentation has been attributed to an accumulation of
carotenoids and other flavonoids in the epidermal cells of the plants, to
provide protection against radiation in the UV and the shortwave part of the
visible spectrum (e.g. in Aloe arborescens is a keto-carotenoid: rhodoxantin;
Merzlyak et al., 2005). The low level of anthocyanins visualized under the
epidermis of exposed plants of B. karatas during the dry season (Figure 3B),
suggest that these pigments have a limited photoprotection role when this
species is subjected to prolonged high PPF. However, although anthocyanin
content in exposed plants of B. karatas during the dry season was
significantly different from that in the rainy season, the linear regression
showed that the red coloration was not related to high PPF (Figure 4B),
suggesting that the increase in anthocyanin content might be related to water
availability (Figure 5B; Steyn et al., 2002). The accumulation of red pigments
as a response to a combination of high PPF and water deficit conditions
appears to contribute to the tolerance of both bromeliads to prolonged dry
periods, since the pigments can absorb a significant portion of light energy
(Hatier & Gould, 2007).

The data presented here confirms B. karatas as a CAM plant that
showed a significantly lower concentration of radiation-protecting
anthocyanins compared to T. brachycaulos, which produce these pigments
for enhanced photoprotection during the dry season. These results indicated
that T. brachycaulos, because of its epiphytic condition, requires of the
activation of additional mechanisms of photoprotection than those needed by
terrestrial bromeliads. Still, both CAM species, under high PPF and water
deficit conditions, limit oxidative damage by increasing their antioxidant
content, as part of a defense mechanism to survive and grow in this tropical
dry deciduous forest.
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Friedman, 1981; Close and Beadle, 2003; Gould et al., 2002; 2004). Aunque
las hojas rojas comunmente se producen en el curso normal de la ontogenia
de las plantas, esta pigmentacibn puede ser también inducida como
respuesta al estrés ambiental (Gould et al., 2000; 2002; Lee & Collins, 2001;
Merzlyack et al., 2005); se ha demostrado que factores como la alta
radiacion, las temperaturas extremas, el desbalance mineral, el estrés
hidrico, el daflo mecanico y el ataque por patégenos aumentan la sintesis de
antocianinas en hojas (Chalker-Scott, 1999; Tanaka et al., 2008). Dentro de
los flavonoides, las antocianinas son los mas abundantes y generalizadas,
ademas son derivadas de la fenilalanina, sintetizadas en el citosol y
almacenadas en las vacuolas. Absorben la luz en la longitud de onda larga,
y son la base de casi todos los colores en las flores, desde el anaranjado,
rosa, rojo, magenta, purpura y azul. La clave que proporciona la diversidad
de color es el grado de oxigenacién de las antocianidinas (el cromdforo
central de las antocianinas), la naturaleza y el numero de sustituyentes (e.g.
la porcién de azucares) adheridos a los croméforos (Fig 4.1; Cooper-Driver,
2001; Davies, 2004).

Figura 4.1. Estructura general representativa de la mayoria de las
antocianinas encontradas en la naturaleza (izquierda). R' y R*=0OH; R*=H.
Una de las seis antocianinas mas comunes. pyranoantocianina (derecha).
Tomado de Davies (2004).

El significado funcional de las antocianinas en las hojas de
diferentes especies ha sido parte de mucha especulacion. La produccion de
antocianinas es bien conocida en la familia Bromeliaceae (Saito &
Harboorne, 1983). Benzing & Friedman (1981), describieron la coloracion en
las hojas de la familia Bromeliaceae y asignaron su funcionalidad en cinco
categorias, de las cuales dos son de nuestro interés: 1) la produccién de
pigmentacion relacionada con la antesis, en donde las antocianinas se
producen en las bracteas florales y en hojas que se acercan a la antesis, las
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para determinar los caracteres morfoanatomicos de 7. brachycaulos y B.
karatas se colectaron 20 hojas maduras de plantas expuestas y bajo
sombra, durante la temporada de sequia, en el parque arqueoldgico
Dzibilchaltun. Las hojas fueron conservadas en alcohol glicerinado
(alcohol:agua:glicerina, 70:29:1), para su posterior analisis.

Para determinar si la distribucion anatomica y la produccién de
antocianinas en T. brachycaulos y B. karatas estaban relacionadas con la
radiacion y la estacionalidad, se colectaron hojas de cinco plantas expuestas
y cinco bajo sombra durante las temporadas de lluvia y de sequia. Las hojas
fueron colectadas y trasladadas en frio al laboratorio de Quimica Orgénica
del CICY.

Caracteres morfoanatémicos: microscopio 6ptico

a) Técnica para observar las células de meséfilo (Gavifio et al.,
1979). Las hojas colectadas en alcohol glicerinado fueron lavadas y
deshidratadas utilizando soluciones con concentraciones progresivas de
alcohol etilico (e.g. alcohol al 50%, al 70%, al 90% y alcohol absoluto).
Debido a la suculencia de las hojas, éstas se dejaron 24 h en alcohol al 90%
y 45 min en las soluciones restantes de alcohol; en alcohol absoluto se
realizaron dos inmersiones. Para la aclaracion del material vegetal las hojas
se colocaron en una mezcla de alcohol etilico absoluto—xilol (1:1) y xilol
absoluto, durante una hora para cada uno. Posteriormente, para la
infiltraciéon e inclusién en parafina, las muestras en xilol fueron colocadas en
parafina-xilol (100 g de parafina, disuelta en 30 mL de xilol) y se colocaron
en una estufa a 60 °C durante 24 h. Después de esto, las muestras se
colocaron en parafina pura por 24 h y posteriormente fueron fijadas en
moldes para tincion de raices. Finalmente, se realizaron cortes finos con
ayuda de un microtomo de rotacion (Leica RM2245). Los cortes se hicieron
con un grosor de 10 um y fueron colocados en un portaobjetos en un bario
de flotacién (60 °C) con 100 mL de agua destilada y 1 g de grenetina, con el
fin de extender y fijar las muestras en el portaobjetos. Los portaobjetos se
colocaron en una estufa durante diez minutos para derretir y eliminar el
exceso de parafina. Las muestras se lavaron dos veces con xilol puro,
durante cinco segundos, y, al final, se colocaron en una mezcla de
alcohol/xilol (1:1).

Las muestras fueron re-hidratadas, pasando los portaobjetos por
soluciones con concentraciones descendentes de alcohol etilico (e.g. 100%,
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Caracteres morfoanatémicos: microscopio electrénico de barrido
(MEB)

Para la descripcion de los tricomas y los estomas se realizaron cortes en
cuadros de 5 cm? de las hojas y las observaciones se hicieron con ayuda del
Microscopio Electrénico de Barrido (MEB). Las muestras fueron
deshidratadas utilizando soluciones con diferentes concentraciones de
etanol (desde 10% hasta 100%) durante 24 h. Las muestras deshidratadas
se secaron a punto critico con CO, (SAMDRI 795, semiautomatica) para
sustituir el etanol por CO; y evitar con esto la deformaciéon de los tejidos.
Posteriormente, se realizdé el montaje de las muestras en portaobjetos
metalicos de cobre para microscopio electronico. Las muestras secas ya
montadas, se cubrieron con una capa de oro-paladio utilizando una
metalizadora (Denton Vacuum Desk II). Por udltimo, las muestras se
observaron al microscopio electrénico de barrido (MEB; Jeol, JSM-6360LV).

Localizacién de antocianinas en la [Amina foliar

Las hojas recién colectadas de ambas especies fueron seccionadas en tres
regiones, realizando cortes transversales a mano preferentemente en las
dreas rojas. Las secciones fueron montadas en 10% de sacarosa e
infiltradas con HCI| 1M, examinando los posibles cambios de color. La
localizacién histolégica de la pigmentacion roja se realizé mediante la
observacion de la muestra bajo el microscopio 6ptico (Leica EDM) y los
resultados se documentaron mediante fotografias. Para el anadlisis, se
asumié que la distribucion de la coloracion roja en la hoja estaba
correlacionada con las antocianinas (Gould et al., 2002). El conteo se llevé a
cabo con cinco hojas, en 30 campos, por especie y condicion de radiacion
(expuestas/sombra).
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epidérmicos, distribuidos al azar y sobrepuestos en ambas superficies de las
hojas. Muchas especies de la subfamilia Tillandsicideae que no cuentan con
raices de absorcion, utilizan los tricomas como el érgano principal de
absorcion de nutrimentos y agua a través de las hojas; los tricomas reducen
también la pérdida de agua durante la temporada de sequia y son altamente
eficientes para obtener agua de la neblina y del roclo (Andrade, 2003;
Graham & Andrade, 2004; Cutler et al., 2007; Ohrui et al.,, 2007, Lutige,
2008; Reyes-Garcfa & Griffiths 2009). Una alta densidad de tricomas,
combinada con la morfologfa y la posicibn de los tricomas sobre los
estomas, ademas de prevenir la pérdida de agua, ayuda a dispersar la luz y
a disminuir la temperatura de las hojas, ademas de mayor eficiencia
fotosintética (Nagata et al., 1999; Benzing, 2000; Benz & Martin, 2008).
Estas caracteristicas les ha permitido a las bromeliaceas epifitas colonizar
habitats xéricos (Benzing, 2000). Por otra parte, en el caso de B. karatas,
una bromelidcea de habito terrestre con raices capaces de obtener agua del
suelo, presentan una baja densidad de tricomas, distribuidos en hileras
longitudinales sobre las regiones intercostales de la superficie abaxial, en
donde se encuentran alojados los estomas. La baja densidad de tricomas de
B. karatas, como uno de los caracteres adaptativos a ambientes aridos de la
mayoria de las especies de la subfamilia Bromeliodeae (Benzing, 2000),
tienen como funcién principal disminuir la transpiracion protegiendo a los
estomas contra la desecacion (Proenga & Sajo, 2007).

Al evaluar la posible presencia de antocianinas en los cortes
transversales de hojas expuestas y bajo sombra de T. brachycaulos y B.
karatas, durante las temporadas de lluvia y sequia, se encontré6 que estos
pigmentos ocurren unicamente en las hojas de T. brachycaulos, en tanto
que los pigmentos detectados en las hojas de B. karatas, corresponden a
otro tipo de metabolitos no fotosintéticos. Adicionalmente se encontré que
en las hojas de plantas expuestas de T. brachycaulos durante la temporada
de sequia, las antocianinas se localizan en la epidermis abaxial y adaxial,
asl como en los casquetes de las haces vasculares. Durante la temporada
de lluvia también se encontraron antocianinas, aunque en menor proporcion.
Lo anterior confirma que el contenido de antocianinas esta relacionado con
un aumento en la exposicion de las plantas a altos niveles de radiacion y a
la disminucién de la disponibilidad de agua, indicando que la funcion de
estos pigmentos es la proteccion de los cloroplastos durante periodos de
alto flujo de fotones o estrés hidrico (Chalker-Scott, 1999; Pefuelas &
Munné-Bosch, 2005; Tattini et al., 2005; Zhang et al., 2006; Gould et al.,
1995; Cooper-Driver, 2001). En el caso de B. karatas, una planta adaptada a
sitios abiertos y por lo tanto a condiciones de alta radiacion, su bajo
contenido de antocianinas y la intensa pigmentacion roja sobre la epidermis
adaxial de las hojas de plantas expuestas durante la temporada de sequia,
sugiriere que la pigmentacion roja esta relacionada con otros metabolitos
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demostrado que pierde poca biomasa, pero es susceptible a la fotoinhibicion
(Graham & Andrade, 2004; Cervantes et al, 2005). Sin embargo, la
disminucioén de Fy/F, no produce dafio a largo plazo (fotoinhibién) lo que
sugiere inactivacién del PSIl que previene el transporte de electrones hacia
el oxigeno, evitando dafio oxidativo. La fotoinactivacion puede actuar como
un dispositivo de seguridad, protegiendo a todo el sistema de dafio
generalizado (e.g. Guzmania monostachia, Maxwell et al. 1992; Clusia
uvitana, Zotz & Winter 1994; Nielsen & Orcutt, 1996). Como se demostro,
los eventos primarios de la actividad fotosintética son poco afectados por el
estrés hidrico y alta radiacion, 7. brachycaulos, presentd mecanismos
regulatorios que protegen a los componentes del PSH.

Las plantas expuestas de T. brachycaulos, a pesar de evitar el dafio
oxidativo, durante la temporada de sequia, presentaron un aumento en la
produccidén de metabolitos con actividad antioxidante, lo que demuestra que
las plantas bajo estrés luminico e hidrico presentan, aunque de caracter
moderado, dafto oxidativo. El aumento de pigmentos fotosintéticos como los
carotenoides esta relacionado con el desmantelamiento del aparato
fotosintético previniendo asi, la interaccién de los PSII con la luz, ademas de
intervenir en el proceso de las defensas antioxidantes. En algunas especies
la presencia de altas concentraciones de carotenoides, sugiere que los
cloroplastos contienen grandes cantidades de ascorbato y varias enzimas
involucradas en su metabolismo (Gillman & Dodge, 1987; Potters ef al.,
2002; Mittler, 2002), protegiendo asf a las membranas tilacoidales del dafio
oxidativo promovido por estrés hidrico y alta radiacién. Por lo tanto en T.
brachycaulos, los sistemas antioxidantes son una respuesta adicional para
proteger contra ROS, que son producidos cuando la disponibilidad de agua
es limitante y los componentes del aparato fotosintético no se han
recuperado lo suficiente como para permitir el flujo de electrones. Aunque no
podemos dilucidar cuales componentes del sistema antioxidante estuvieron
involucrados, puede afirmarse que el aumento moderadc de metabolitos con
actividad antioxidante permitié disminuir dafio oxidativo promovido por el
estrés hidrico y mejoré la capacidad del ETR, debido a la existencia de
mecanismos fotoprotectores.

Durante la temporada de sequia, las plantas expuestas de ambas
especies se caracterizaron por presentar una coloracion roja, la cual se
perdié gradualmente durante la temporada de lluvia, la que esta relacionada
con la produccién de antocianinas como una respuesta de fotoproteccion
(Martin, 1994, Williams, 1978; Saito & Harborne, 1983, Benzing, 2000). En
T. brachycaulos la acumulacién de antocianinas estuvo relacionada con el
aumento del flujo de fotones para la fotosintesis y baja disponibilidad de
agua. En B. karatas no se encontraron antocianinas; sin embargo, la
pigmentacion roja estuvo presente durante la temporada de sequia, por lo
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Por otro lado, en muchas especies CAM, e.g. especies del género
Clusia y Mesembryanthemum crystallinum, se han encontrado diversas
enzimas relacionadas con el proceso antioxidante bajo condiciones
estresantes (e.g. sequia, alta radiacidn, salinidad); por lo tanto, también es
necesario identificar los compuestos antioxidantes, enzimaticos y no
enzimaticos, que intervienen en el proceso de oxidativo de las bromeliaceas;
y a través de una interrelacion causal entre el incremento de la actividad
antioxidante, el ciclo de las xantofilas y el funcionamiento de CAM, nos
podria aportar mayor informacién sobre los procesos que intervienen en la
fotoproteccion de las bromeliaceas.

Quedan grandes areas sin resolver con respecto a las bromeliaceas
CAM, por lo que en un futuro las investigaciones se deben dirigir hacia el
desarrollo de investigaciones integrales en el area de bioquimica, fisioldgica,
morfoanatomia y gendémica. Estas aproximaciones proveeran una vision
mas integrada de las dinamicas de regulacién implicadas en las respuestas
a factores ambientales cambiantes sobre la plasticidad observada en estas
especies.
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La localizacion de pigmentos en los tejidos nos permitié, de una
forma expedita, determinar la respuesta de las plantas a nivel de
individuos (plantas expuestas y bajo sombra).

Las estrategias anatémicas y fisiolégicas especializadas de ambas
bromeliaceas estan relacionadas con su tolerancia a la radiacién y su
capacidad para enfrentar limitaciones hidricas y de nutrimentos
durante la temporada de sequia en ia selva baja caducifolia.
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esta forma evaluar las alteraciones del aparato fotosintético en funcién del
transporte de electrones (ETR) y se basa en el hecho de que cuando el ETR
es blogqueado por aigun factor de estrés, a nivel del sitio de oxidacién del
agua en el PSII, los niveles de fluorescencia disminuyen (Poorter, 2000).

La disipacion fotoquimica y no-fotoquimica pueden ser discriminadas
mediante la técnica del pulso de luz saturante:

® Cuando una hoja (previamente aclimatada a condiciones de
oscuridad) es iluminada con luz de muy baja intensidad (lo
suficientemente débil para que no se produzca energla fotoquimica),
la hoja emite una sefial baja de fluorescencia denominada F,. Esta
sefal procede principalmente de la antena del PSII.

® Si a continuacion se aplica un pulso de luz saturante (normalmente,
varios miles de umol fotones m? s™), la fluorescencia alcanza un
maximo (Fn; saturando el PSIl). Bajo estas condiciones, el aceptor
primario de electrones (plastoquinona Q,) se reduce
completamente.

® Si posteriormente se ilumina la hoja con luz actinica (es decir, luz
fotosintéticamente activa), la hoja emite una sefal de fluorescencia
basal llamada Fs. Luego es aplicado otro pulso saturante y una
nueva sefal de maxima fluorescencia es obtenida (F',,). Esta sedal
F'x es siempre menor que F,, debido a la existencia de procesos de
disipacién térmica (no fotoquimicos) inducidos por la luz actinica y
que normalmente estan relajados en la oscuridad. Si luego la luz
actinica es removida y se ilumina con luz débil de tipo rojo lejano
(A=730 nm), se obtiene una nueva sefial basal llamada F'q, la cual
suele ser menor a la Fy (tomada en obscuridad).






A partir de los parametros descritos anteriormente, se han definido una serie
de coeficientes (Maxwell & Johnson 2000), los cuales se describen
brevemente:

F./Fn: donde F, es la fluorescencia variable (=F - Fo). Este coeficiente,
denominado “rendimiento cuantico maximo del PSII”, puede tomar valores
entre 0 y 0.85. Hojas sanas que no estan bajo ningln tipo de estrés poseen
tipicamente valores alrededor de 0.8. Este indice muestra una clara
correlacion con el porcentaje de centros funcionales del PSIi (Anderson et
al., 1997), por lo que su disminucién es considerada un indicador de pérdida
de la funcién a nivel del aparato fotosintético (Bilger et al., 1995). Sin
embargo, también se ha descrito una disminucion de este parametro
asociado a procesos de fotoproteccion (Osmond et al., 1999), por lo que
debe tomarse con cautela asociar la disminucién de F,/F., con existencia de
darto al aparato fotosintético.

AF/F’y,, donde AF= (F', — Fs). Este indice es conocido como “rendimineto
efectivo del PSII" (©PSIl). Es proporcional al rendimiento cuantico de
asimilacion de CO, en condiciones no-fotorespiratorias (Genty et al., 1989).
Su valor puede estar entre 0 y 0.8. A partir de este valor es posible estimar
la tasa linear de transporte de electrones (ETR), conociendo los valores de
FFF, absorbancia foliar y asumiendo igual distribucién de energia absorbida
entre el fotosistema | y II.

NPQ: “non photochemival quenching” o “parametro de Stern-Volmer”.
Calculado como (F-F'm)/F'm. Aunque su real naturaleza es discutida, se le
considera un indicador de la tasa de disipacion no-fotoquimica (calor).
Puede tomar valores entre 0 e infinito, aunque son comunes valores entre 0
y 4.

Otro parametro para estimar la disipacion térmica es qN=1 — (F'-F'o)/(F -
Fo). Su valor puede estarentre 0 y 1.

F.IF'n, donde F',= (F'm-F's): Rendimiento intrinseco del PSIl o eficiencia de
los centros abiertos (oxidados) del PSII.

gP= calculado como (F'-F)/(F'n-F's): es conocido como ‘quenching
fotoquimico’. Se considera una medida del estado de oxidacion de Qa0 sea,
la proporcién de centros de reaccion del PSIl que se encuentran en estado
abierto. Su valor puede estarentre Oy 1.

Aqui es importante sedflalar que el parametro AF/F',, es el producto de los
dos ultimos coeficientes:

AF/F'n (=OPSIl) = FJ/F'mxgP (Andrews et al., 1993)

En otras palabras, los cambios en el rendimiento cuantico efectivo a la luz,
es decir ®PSIl, pueden deberse a alguno de estos dos parametros (o de









