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RESUMEN

Los briéfitos por su simplicidad estructural se ven expuestos a estrés hidrico con facilidad,
por lo que presentan mecanismos fisiolégicos y bioquimicos que les permita sobrevivir.
En el presente trabajo se evalué la variacién del contenido de azticares totales solubles y
azlcares reductores en relacién con el contenido hidrico relativo, en Pleurozium schreberi
cuando se enfrenta a contenidos hidricos bajos en el Paramo de Chingaza (Colombia) y
bajo condiciones simuladas de déficit hidrico en laboratorio. Se encontré que los azticares
totales aumentan cuando la planta se deshidrata y vuelve a su contenido normal cuando
el musgo se rehidra, esto puede ser interpretado como un posible mecanismo de ajuste
osmético de la célula y osmoproteccién del contenido celular y de la estructura celular.
Los azlicares reductores no presentaron variacién significativa, mostrando que los
monosacdridos no tienen una funcién protectora durante la deshidratacion.

Palabras clave: estrés hidrico, musgos, osmoproteccién, paramo.
ABSTRACT

The structural simplicity of the bryophytes exposed them easily to water stress, forcing
them to have physiological and biochemical mechanisms that enable them to survive.
This study evaluated the variation of total soluble sugars and reducing sugars in relation
to relative water content, in Pleurozium schreberi when faced with low water content in the
Paramo de Chingaza (Colombia) and under simulated conditions of water deficit in
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the laboratory. We found that total sugars increase when the plant is dehydrated and
returned to their normal content when re-hydrated moss, this could be interpreted as
a possible mechanism of osmotic adjustment and osmoprotection of the cell content
and cellular structure. Reducing sugars showed no significant variation, showing that
monosaccharides do not have a protective role during dehydration.

Keywords: Moss, osmoprotection, pdramo, water stress.
INTRODUCCION

Proctor y Pence, 2002 y Oliver et al., 2005, indican que la tolerancia a la deshidratacién
es la capacidad que tiene un organismo de perder el contenido hidrico interno en equili-
brio con el ambiente y luego recuperar su metabolismo normal cuando se rehidrata. Los
briéfitos (musgos, hepaticas y antoceros) han desarrollado una capacidad extraordinaria
de tolerar la deshidratacién, a pesar de ser plantas estructuralmente menos complejas
que las plantas vasculares. Por ejemplo, el musgo Tortula ruralis que se conoce como alta-
mente tolerante, puede ser almacenado con un contenido de agua del 5 % y potenciales
hidricos inferiores a -150 MPa, y después de ser rehidratado recupera rapidamente sus
funciones metabdlicas. Ademas, hay varios registros en herbarios mundiales de especies
que han sobrevivido prolongados periodos de tiempo sin agua, por ejemplo, Grimmia
pulvinata alcanzé 80 afios (Proctor, 2000).

Pleurozium schreberi (Brid) Mitt, es un musgo poiquilohidrico, puede ganary perder agua
radpidamente y no hay control sobre la pérdida de agua debido a la falta de cuticula 'y
sistemas internos de transporte del liquido. Esto obliga al musgo a tener un sistema de
tolerancia a la deshidratacién que le permita sobrevivir en periodos de escasez de agua
(Anicic et al. 2009).

En las plantas sometidas a estrés por déficit hidrico, el mecanismo mds importante de
defensa es la disminucién del potencial osmético, por acumulacién de iones inorganicos
o por aumento en los niveles de solutos organicos (osmorreguladores o solutos com-
patibles); dicho proceso denominado ajuste osmdtico busca impedir la pérdida de
turgencia en las células, evitando detener funciones asociadas a la fotosintesis, al cre-
cimiento celular, etc. (Reigosa y Pedrol, 2004).

De acuerdo con Romero et al., 2004, los osmorreguladores o solutos compatibles son
definidos como osmolitos organicos responsables del balance osmético, que son com-
patibles con el mecanismo celular. Se localizan en el citoplasma y permiten disminuir
el potencial osmético de la célula, sin interferir con las funciones metabdlicas, a pesar
de alcanzar concentraciones altas. Por lo general son moléculas de bajo peso molecular,
altamente solubles en agua y con una gran cubierta hidrica en solucién. El mecanismo
de ajuste osmético mediante osmolitos se ha seleccionado a lo largo de la evolucién
porque permite la adaptacién al estrés hidrico temporal de forma mas flexible, y mi-
nimiza los cambios adaptativos necesarios en las proteinas para funcionar en soluciones
intracelulares mdas concentradas, porque su acumulacién no perturba la fisiologia ce-
lular. Los osmorreguladores, bajo diferentes condiciones de estrés, también pueden
actuar estabilizando proteinas y membranas celulares, y captando radicales libres.
Dicha habilidad les ha permitido ser llamados osmoprotectores. En estado anhidro los
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grupos OH- de algunos de ellos remplazan el agua en la formacién de puentes de
hidrégeno con los residuos polares de proteinas y fosfolipidos (Romero et al., 2004).
Los disacdridos cumplen dos importantes papeles en la proteccién de membranas:
reduccién de la temperatura de transicién de la fase de secado de membrana (Tm) y
formacién de una “vitrificacién del citoplasma” con una alta temperatura de fusién.
Aunque ambas caracteristicas son necesarias, no son suficientes para la proteccién de
membranas en periodos de deshidratacién e hidratacién. Cuando las membranas estdn
deshidratadas pero hay presencia de estos disacdridos, el modelo sugiere que las mo-
léculas de azdicar detienen el colapso de los lipidos a través de una interaccién con las
cabezas de los fosfolipidos, de ese modo previenen la elevacién de Tm durante la
deshidratacién. La segunda caracteristica es la vitrificacién a bajos contenidos hidricos,
los carbohidratos forman un material amorfo que previene los procesos de deterioro
tales como fusién de membranas (Oliver et al., 2002).

La sacarosa, (a-D-glucopiranosil(1-2)-B-D-fructofuranésido), es el azticar osmolito més
importante en los briéfitos (Smirnoff, 1992). En general, se acepta que los disacaridos
(y otros azticares) tienen un papel esencial en la tolerancia a la deshidratacién, pero
otros factores deben ser importante (Proctor y Tuba, 2002).

En los paramos hiimedos del trépico colombiano se presentan prolongados periodos de
lluvia que hacen que los musgos en la mayor parte del afio no tengan que enfrentarse a
problemas de estrés hidrico, sin embargo durante la época seca los briéfitos son los mas
afectados entre las plantas porque se enfrentan a escasez total de agua, cambios de
temperatura diarios que pueden ir de -1 °C en horas de la noche hasta 30 °C al medio
dia, altas radiaciones principalmente UV y vientos fuertes. Por la condicién poiquilohidrica
de estas especies alcanzan potenciales hidricos muy bajos (Montenegro et al. 2005).

En el presente trabajo se estudia la variacién de azdicares totales y aztcares reductores
en relacién con el contenido hidrico de P. schreberi durante época seca en el Paramo de
Chingaza y bajo condiciones de déficit hidrico simuladas en laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

La fase de campo se desarrollé en los meses de enero yfebrero de 2007 en el Paramo
de Chingaza, sector de las lagunas de Buitrago, 4°45’19,73” N 73°49°52,22” O, a 3592
msnm. Se realizaron tres muestreos en campo durante la época seca (Tabla 1).

MATERIAL VEGETAL

Para las mediciones en paramo se seleccionaron cinco poblaciones de P. schreberi dentro
de la asociacién frailejonal-pajonal, bajo las mismas condiciones microcliméticas. Se
tomaron muestras de dpices cada dos horas iniciando a las 5:00 a. m. Se muestred
durante 36 horas en la temporada de inicio, 24 horas en la temporada de mediados y
26 horas para la temporada final de la época seca. El material vegetal utilizado para
determinar contenido hidrico se almacend en tubos de ensayo con cierre hermético
para evitar pérdida o ganancia de agua y se procesaron en laboratorio. Los dpices para
analisis bioquimicos se almacenaron en envases herméticos, se congelaron inmediata-
mente y permanecieron a -70 °C hasta su utilizacién. Para las mediciones bajo con-
diciones de laboratorio se colectaron muestras en cinco poblaciones de P. schreberi en
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Temporadas durante
la época seca Fecha Caracteristicas

Inicio Enero 30y 31 de 2007 | Presencia de niebla en las madrugadas, tnica
fuente de agua para P. schreberi

Mediados Febrero 9y 10 de 2007 | Ausencia de niebla y [luvia, los musgos estan
expuestos a déficit hidrico permanente.

Finales Febrero 24'y 25 de 2007 : Inicio de las lluvias y la rehidratacion del musgo.

Tabla 1. Fechas de muestreo en campo y fuente de agua para la hidratacién de P. schreberi.

el mismo sector donde se hizo el muestreo de campo y se transportaron al laboratorio
en Bogotd, donde se colocaron bajo condiciones controladas en cuarto de cultivo:
fotoperiodo 12 horas luz/12 horas oscuridad, temperatura de 18 °C, irradiacién de
27,75 pmol m? s, humedad relativa de 90 %y tuvieron agua permanentemente durante
dos meses para mantener las plantas en condiciones éptimas.

EXPOSICION A DEFICIT HIDRICO EN CONDICIONES CONTROLADAS

Bajo las condiciones del cuarto de cultivo a los musgos se les retird el exceso de agua con
papel absorbente y se colocaron sobre camas de silicagel en bandejas transparentes con
tapay cierre hermético para simular condiciones de déficit hidrico, se dejaron deshidratar
por 24 horas y se rehidrataron al finalizar este periodo. Se tomaron muestras para
contenido hidrico y pruebas bioquimicas cada dos horas, iniciando a las 5:00 a. m. con
el musgo hidratado y durante el tiempo de deshidratacién. Posteriormente la rehidra-
tacion se hizo con agua a las 5:00 a. m. del dfa siguiente, y se tomaron medidas en el
momento de la rehidratacién y adicionales dos y 12 horas después de la rehidratacién.

CONTENIDO HIDRICO RELATIVO (CHR)

Para el contenido hidrico relativo (Hernandez et al. 1999), se determiné el peso fresco
(pf), el peso en turgencia (pt) y el peso seco (ps) de cada muestra, y se expres6 como
porcentaje seguin la siguiente férmula:

pf- psx 100 %
pt-ps

CHR -

EXTRACCION DE AZUCARES

Para la extraccién de los azticares el material vegetal fue liofilizado, luego se pesaron 0,02
g por cada muestra y se maceraron en nitrégeno liquido. Se adicioné como solucién de
extraccién 2 ml de buffer acetato de sodio 50 mM pH 5,0 y se agité durante 30 minutos
a 4 °C. Se centrifugé a 6000 rpm durante 30 min a 4 °C. Se tomo el sobrenadante y se
utilizé para la determinacién de azlicares totales solubles y azticares reductores.

DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES SOLUBLES

El contenido de azicares totales solubles se determiné utilizando el método de Dubois
etal., 1956, adecuado por Moreno etal. , 2010, utilizando glucosa como patrén (1.01
mg/mL)y leyendo absorbancia a 490 nm en un espectrofotémetro BIO-RAD Smartspec
3000. La mezcla de reaccién contenia extracto de la muestra de andlisis, fenol (80 %
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p/v) y dcido sulftrico al 99 %. Para las muestras de paramo y laboratorio se utilizé un
espectrofotémetro BIO-RAD Smartspec 3000.

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Se utilizé el método de Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952; Nelson, 1944), adecuado por
Moreno etal., 2010. La mezcla de reaccién contenia el extracto de la muestra de anélisis,
los reactivos de Somogyi |, Somogyi I, Nelson y agua dd, se leyé absorbancia a 660
nm, se utilizé un espectrofotémetro BIO-RAD Smartspec 3000. Se utilizé glucosa como
patrén (1,0 mg/mL). Para las muestras de pdramo y laboratorio se utilizé un espectro-
fotémetro BIO-RAD Smartspec 3000.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron bajo un disefio experimental completamente al azar, con cinco
réplicas (cada una de las poblaciones) tanto para las muestras colectadas en campo
como para las trabajadas bajo condiciones controladas en cuarto de cultivo. Se realizé
un analisis de varianza para comparar las tres temporadas en paramo (inicio, mediados
y final de la época seca), andlisis de regresién lineal y regresién polinomial para aztcares
totales y azticares reductores en funcién del CHR para determinar la relacién y el modelo.
El nivel de significancia fue del 95 %y se utilizé el programa estadistico “Statistix 9”.

RESULTADOS

VARIACION EN EL CONTENIDO DE AZUCARES TOTALES SOLUBLES

Al inicio de la época seca (Fig. TA) cuando la planta se encontraba hidratada (horas de
la madrugada), el contenido de azticares totales solubles fue en promedio de 700 pg de
azicar g ps’', aumentando hasta 1100 pg de azicar g ps” en promedio, cuando el mus-
go tuvo los CHR mas bajos. En la segunda temporada (Fig. 1B) cuando el paramo
presentd dias sin niebla, altas temperaturas durante el dfa y humedad relativa promedio
inferior al 50 %, se encontré que los contenidos de azticares totales solubles fueron
inferiores a la temporada anterior, igualmente se observaron valores promedio de 600
pg de azicar g ps™ en las horas del medio dia y tarde cuando la radiacién y temperatura
son altas y la humedad relativa es baja. Hacia finales de la época seca (Fig. 1C) el musgo
llevaba varios dias en déficit hidrico y los contenidos de azicar durante el dia fueron
similares a los encontrados en la temporada anterior, presentadndose también un au-
mento en horas del medio dia. Sin embargo, el contenido de azticares totales aumenté
considerablemente hacia la hora 7:00 del segundo dia de muestreo, cuando se pre-
sentaron lluvias alcanzando valores de 1100 pg de azdcar g ps™': en esta dltima tem-
porada se presentd una regresion altamente significativa (Tabla 2) entre el contenido
de azdcary el CHR, mostrando la mista tendencia.

En el laboratorio los musgos permanecieron varias semanas en condiciones ideales de
crecimiento presentando contenidos de azticares totales en promedio de 600 pg de azticar
g p’' inferiores a los presentados por la planta hidratada en paramo. Sin embargo, con la
deshidratacién rapida no se presenté una variacién significativa en el contenido de azu-
cares totales solo un pequefio aumento a las 12 horas de estar con CHR bajos llegando
a 700 pg de azicar g ps’'. Tampoco hubo aumento con la rehidratacién (Figura 2).
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Figura 1. Efecto del contenido hidrico relativo (CHR) en el contenido de azticares totales solubles de P.
schreberi, en un ciclo de 24 horas en el Paramo de Chingaza. A. Inicio de época seca. B. Mediados de épo-
ca seca. C. Finales de época seca. Peso seco (ps). Valores de medias, +/- desviacién estandar = a5 %.

VARIACION EN EL CONTENIDO DE AZUCARES REDUCTORES
Al inicio y a mediados de la época seca (Figura 3A 'y 3B, respectivamente) la variacién
de azicares reductores no fue significativa a través de todo el dia, en promedio el con-
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R? p
Inicio de la época seca AT =987,67 - 3,0024 * CHR 0,1508 0,0064
Mediados de la época seca AT = 463,65 -2,1972 * CHR 0,1233 0,0284
Final de la época seca AT=444,47-0,3439*CHR+1,78E-3*CHR2 0,6114 0,0000
Laboratorio No significativo 0,0576 0,1043
Tabla 2. Modelos de regresién para aztcares totales en funcién del CHR. (P) probabilidad de la
regresion.
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Figura 2. Efecto del contenido hidrico relativo (CHR) en el contenido de azticares totales solubles de
P. schreberi, en un ciclo de 36 horas bajo condiciones de laboratorio. Peso seco (ps). Valores de medias,
+/- desviacidon estdndar = a5 %.

tenido para la primera temporada fue de 300 pg de azicar g ps” y para la segunda de
220 pg de azicar g ps™; las regresiones lineales no fueron significativas (Tabla 3). En la
tercera temporada durante las horas mas secas el promedio de azdicares reductores fue
similar al encontrado a mediados de la época seca; sin embargo, aumenté conside-
rablemente cuando el musgo empezé a aumentar su contenido hidricoy en horas de la
mafiana cuando se activa la fotosintesis llegando a valores promedio de 450 pg de
azicar g ps” (Fig. 3C).

R? p
Inicio de la época seca No significativo 0,0048 : 0,6101
Mediados de la época seca | No significativo 0,0020 : 0,7866
Final de la época seca A RED=268,59-0,1075*CHR+4,49E-4*CHR2 | 0,3936 | 0,0000
Laboratorio No significativo 0,0688 : 0,1068

Tabla 3. Modelos de regresién para aziicares reductores en funcién del CHR. (p) Probabilidad de la
regresion.

En el experimento bajo condiciones controladas de laboratorio tampoco se presenté
una variacion significativa en el contenido de azticares reductores durante el ciclo de
deshidratacién-rehidratacién (Fig. 4), manteniendo un contenido promedio de 300 pg
de azdcar g ps™.
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Figura 3. Efecto del contenido hidrico relativo (CHR) en el contenido de azticares reductores de P. schreberi,
en un ciclo de 24 horas en el Pdramo de Chingaza. A. Inicio de época seca. B. Mediados de época seca.
C. Finales de época seca. Peso seco (ps). Valores de medias, +/- desviacién estandar = a5 %

DISCUSION

De acuerdo a lo observado en azticares totales solubles, P. schreberi presenta un sistema
de proteccién contra estrés hidrico utilizando polisacaridos para realizar el ajuste
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Figura 4. Efecto de la variacién del contenido hidrico relativo (CHR) en el contenido de azdicares
reductores de P. schreberi, en un ciclo de 36 horas bajo condiciones de laboratorio. (a) Inicio de la des-
hidratacién con silicagel, (b) rehidratacién. Peso seco (ps). Valores de medias, +/- desviacién estandar
= a5 %.

osmdtico y equilibrar la célula a las condiciones secas del medio, posiblemente bajando
el potencial hidrico, porque se han registrado en estudios con el musgo Tortula ruralis que
el potencial hidrico puede descender a valor inferiores a -70 MPa (Oliver et al., 2005).
Es posible que el aumento de azticares totales observado esté relacionado con el
fendmeno de vitrificacién del citoplasma el cual depende principalmente del disacarido
sacarosa, porque en horas del medio dia en las tres temporadas se registraron conte-
nidos hidricos inferiores al 20 %. La vitrificacién permite disminuir la velocidad de las
reacciones quimicas dentro de la célula y asi ayuda a preservar macromoléculas y la
integridad de la membrana por periodos prolongados de tiempo (Robinson etal., 2000;
Oliver et al., 2005; Proctor et al., 2007), aunque faltan estudios para entender este
fenédmeno en bridfitos.

La funcién de osmoprotectores se ha reportado para varios aztcares solubles entre
ellos la sacarosa por su capacidad de formar puentes de hidrégeno con y entre macro-
moléculas estabilizando su estructura y la funcionalidad de las enzimas (Alpert, 2006;
Oliver, 2009). Asi, se puede asociar el incremento de azticares totales solubles en P.
schreberi, en el momento de la deshidratacién, con una posible funcién de proteccién
de las membranas de los cloroplastos y las proteinas constituyentes de los fotosistemas.
Se ha observado en musgos tolerantes a la deshidratacién que los altos niveles de sa-
carosa también son usados como una fuente de energia almacenada que puede ser
utilizada para ensamblar proteinas y otras tareas, mientras se restauran los procesos
fotosintéticos (Robinson et al., 2000; Brinda et al., 2011,).

Esta capacidad de aumentar el contenido de azticares totales solubles en P. schreberi se
presenta cuando la deshidratacién es lenta porque en las pruebas de laboratorio donde
se realizé con silicagel (rdpida) el aumento de los azticares no fue tan importante como
en el pdramo. En varias investigaciones con musgos estresados se ha observado el efecto
de la velocidad de deshidratacién, encontrandose que algunos de los sistemas de de-
fensa (ajuste osmdtico, sistema antioxidante, etc.) actdian en mayor magnitud cuando
los musgos disminuyen el CHR lentamente (Dhindsa, 1991). Esto también supone que
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estos azticares no son una adaptacién constitutiva para sobrevivir al estrés hidrico sino
que se activan como consecuencia de la deshidratacién. Por otra parte, se aprecié una
mayor concentracién de azlcares totales en los musgos expuestos a estrés en paramo
durante la primera temporada que en aquellos sometidos a estrés en laboratorio, como
una adaptacién de P. schreberi a aprovechar al méximo las rehidrataciones que se pre-
sentan en horas de la madrugada y poder realizar fotosintesis eficientemente con las
primeras horas de luz para acumular azticares para proteccién y fuente de energfa, que
serdn utilizadas en momentos de mayor déficit hidrico como lo fue la segunda tem-
porada de la época seca.

Por lo general, se reconoce el papel esencial de los disacaridos (y otros azticares) en la
tolerancia a la deshidratacién de los musgos, incluso en el musgo tolerante a la deshi-
dratacién Tortula ruralis alcanzan a ser el 10 % del peso seco (Proctor et al., 2007). Au-
mentos en el contenido de azlcares solubles durante el estrés hidrico también han sido
reportados para el musgo Atrichum androgynum (Mayaba et al., 2001), asi como para el
musgo Physcomitrella patens donde se reporté un aumento en aztcares solubles de bajo
peso molecular siendo el mads importante la teanderosa (Nagao et al., 2006).

Los contenidos de azlcares reductores no variaron durante los ciclos de deshidratacion-
rehidratacién, por lo que se considera que no participan en la prevencién del dafio por
estrés hidrico, ademads en varios estudios se ha encontrado que los azticares reductores
desnaturalizan las proteinas bajo déficit hidrico (Proctor y Tuba, 2002; Alpert 2006).
En varias investigaciones con musgos tolerantes a la deshidratacién, entre ellos del gé-
nero Tortula, se ha encontrado que los azlcares reductores permanecen estables o
disminuyen cuando se presenta la deshidratacién y que los contenidos de glucosa y
fructosa son menos de un décimo del contenido de sacarosa (Smirnoff, 1992). Estas
disminuciones en los contenidos de glucosa y fructosa se han observado en musgos to-
lerantes al congelamiento de la Antartida como son Schistidium antarctici, Ceratodon
purpureus, Bryum pseudotriquetrum y la hepdtica Cephaloziella varians (Brinda et al., 2011).
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