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1. RESUMEN : -

El presente trabajo se planteé considerande que: 13 El
contenide relativo de agua CCRAY ha sido subutilizadoe para
explicar nguncs fendmenos de adaptacién a la sequia; 2) La
espacie Amaranthus hypochondriacus L. ha sido poco estudiada en
estos aspectos y promeyplser una opcién de cultive alternativo,
por ejemplo, en areas donde el maiz no es productivo.

Se determind el CRA y sus variacicnes en plantas de A4.
hypochondriacus L. tipo azteca de 40 a 103 dias de edad. empleando
hojas completas y discos de hoja. Estableciendo que a a5°¢ Yy en
obscuridad. los discos y las hojas alcanzan su saturacién a las 4
y 6 h respectivamente, sin que exista una influencia significativa
producto del crecimiento celular. Se pueden utilizar
indistintamente discos u hojas para medir el CRA en esta especie y
para esta edad de las plantas.

En plantas bien regadas, el CRA de sus hojas no varia
considerablemente, mientras que on plantas con menor riego, el CRA
de las hojas Jévenes disminuye en menor proporecién que el de las
hojas viejas; ésto es qebido probablemente a la existencia de un
sistema de proteccidén del apice.

Usando el CRA se determinaron los siguientes puntos: el de
pérdida de turgencia celular €0.51), el de inicio de daffo celular
€0.42) y el de muerte de la planta CO.28).

Se sugiere el usc de una curva patrén de peso en turgencia
maxima contra el peso seco para determinar el CRA en hojas con
defio celular €0,42> ya que el peso en turgencia maxima no se logra
en lgual manera que en hojas sin daffo celular. También es posible

enplearlo en hojas que sobrepasen este valor.



2. INTRODUCCION.

El agua, como elemento esencial para la vida, es una de las
grandes limitantes para el desarrollo de los organismos.

A lo largo del desarrollo eveolutivo han surgido una gran
cantidad de estrategias adaptativas para sobrevivir en abundancia
o escasez. . de agua y esto ha traido como consecuencia que las
especies regulen su metabolismo y fisiologia en diferentes formas.
En los vegetales, existen especies en las cuales el 90% de su peso
s agu'a y otras que con menos del 50% de su contenido normal de
agua, son capaces de scobrevivir.

Se han realizado varios estudiocs en plantas’. relacionados con
el usco de agua, el transporie de scolutos, la transpiracién, etc, y
si se toma en cuenta que: 1) el Amaranthus hypochondriacus L. esta
adquiriendo un papel relevante en aspectos alimentarios, tanto en
consumo humano como animal; 2) en nuestro pals es indispensable el
estudio de aspectos hidrices en las plantas potencialmente Ghiles
para la recuperacidén de zcnas aridas y 3) el contenido relativo de
agua, como una medida del estado hidrico de las plantas, ha side
poco empleado, se considerd necesario plantear el presente
trabajo. para pretender esclarecer algunos mecanismos de
adaptacién a ambientes secos, realizandc mediciones de la cantidad

de agua en plantas de esta especie.



3. ANTECE’DENTES
3.1 El contenido relativo de agua.

La técnica usada con mas frecuecia para medir el porcentaje
de agua en una muestra consiste en determinar la diferencia entre
el peso fresco y el peﬁo geco y dividirla entre el peso seco. Este
tipo de medida satisface, de alguna manera, ciertas necesidades
Cporciento de humedad en las semillas, en los forrajes, en
alimentos, etc.D, peroA en los sistemas biolégicos resulta inexacto
para explicar las relaciones de agua en ellos (Barrs, 1068).
Debido a que en Lodos los seres vivos presentan intervaleos de
contenido de agua en los cuales pueden sobrevivir, ha side
necesario establecer tanto el limite superior como el inferior de
ese intervalo,con el objeto de conocer las variaciones gque un
organismo puede tener a través de su desarrollo.

Alrededor de 1928, Stocker Ccitado por Catsks'. 1974> empezé'a
trabajar en gl desarrollo AQ una técnica que permitiera determinar
cuanta agua eran capaces de absorber los drganos y tejidos
vegetales., Sus estudios lo llevaron a propener la existencia de
dos parametros complementarios que caracterizan al estado hidrico:
el contenido relativo de agua y el déficit de saturacidn de agua.

El contenideo relativo de agua CCRAD es la proporcién de agua
que contiene un drgano © una planta completa, con respecto a una
capacidad mAxima de toma de agua. Se define como:

- Pi - Ps 1%}

donde Pi es el peso inicial de la muestra Ctallo, hoja, ete.d, Ps”

*Tanto CRA, DSA y DRA se puedan expresar en forma porcentual o en
decimal, aqui{ se prefiere la segunda forma.
{a)
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su pesd seco y Pt es el peso alcanzado cuando se le deja embeber
agua' durante cierte tiempo (peso en turgencia maxima o en
saturacién) el cual se determina para cada especie Céat.sk)'(.19.74;
Turner y Kramer, 19802. Debe aclararse que el peso en Lurgencia
mAxima alcanzado por la muestra es logrado artificialmente, ya que
en condiciones naturales nunca llegaria a ¢l, sin embargo se
emplea como referencia.

Se ha tratado de correlacionar la capacidad de abseorcidn de
agua de un tejide respecto a su materia seca. Existen trabajos en
los que el Pt guarda cierta relacién con el Ps (Scvbrado y Turner,
1683; Wilson et al., 1880; Wilson y Ludlow, 1983a y 1983bd. En
Cenchrius ciliaris el cociente obtenido al dividir Pt entre Ps, se
mantiene constante tanto en plantas sometidas a sequia como en
plantas cen riego continuo CWilson y Ludlow, 1983ad, por lo que se
puede esperar que en algunas otras especies suce;a algo similar.

También se ha encontrado una relacion directamente
proporcional entre el grosor de las hojas y el CRA en Mirabilis
Jalapa, en Brassica napus y en Impaliens parviflora (Burquez,
19872, lo cual permite estimar el CRA al medir el grosor de las
hojas de plantas sembradas en campo. Desgraciadamente se requieren
mierémetros para su medicidn, los cuales son muy costosos.

El déficit de saturacién de agua (DSA) es la cantidad absoluta
de agua que requiere una planta para llegar a su saturacién

maxima. Se define como:

(Barrs, 19868; CaLskg'. 1974; Turner y Kramer, 1980). Como se

observa el CRA y el DSA son parametros complementarios, por le que
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al sumar ambos valores se obtiene 1 (& 10070. En. e’st,'ev-l.rabajor se
emplearia unicamente el CRA, ya que el DSA esti univocamente

determinado por el CRA.

3.2 D:aficit de resaturac.l;n de agua.

Un tejido absorbe gierta cantidad de agua al saturarse, pero
si posteriormente se le somete a un periodo de sequia, podria
alterarse algun factor intermno y al rehidratarse no lograria
;j\sim.tlar la misma cantidad de agua que en la condicién inicial de
saturacién.

Este fendmeno puede evaluarse con el parimetro denominado
déficit de resaturacién de agua C(DRA), el cual tiene cierta
similitud con el CRA y expresa la capacidad de un tejido para
poder reestablecerse después de una carencia de agua CCatsk)‘/.
19743. Para la medicidén del DRA se emplean discos de hoja, los
edales se saturan, se deshidratan, se wvuelven a saturar y per
Gliimo se secan completamente, determinando en cada ocasidén el
peso del tejido.

La diferencia entre la capacidad inicial y 1la final para
llegar a la saturacion es eva].uada.. por el DRA mediante la

siguiente fé&rmula:

_ Pt - Prs
DRA Pt - Ps

siendo Prs el peso alcanzado en la resaturacién. Para obtener el
CRA al que llegé el tejido para su subsiguiente resaturacién se

usa la férmula:

donde Pfin es el peso final alcanzado después de la desecacioén.
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Al graficar CRA contra DRA se cobtiene una curva en forma de
“L" en donde el cambio de pendiente indica el momento en que al"
tejide empieza a sufrir un dafe celular y por 1o tante la
resaturacién no se logra con la misma eficiencia que cuando los

tejidos no han sido dafados por la deshidratacién.

3.3 Metodos para medir el contenido relativo de agua.

Existen varias formas para cuantificar el CRA CBarrs, 18968;
Ca!.sk&. 1974). Una de las mas utilizadas es el emplear hojas
completas, pesarlas (Pi), dejarlas embeber agua durante 24 h en un
ambiente saturado, luego pesar (Pt), dejar secar y volver a pesar
CPs) (Cahskgv. 1974; Richter, 1978a>. Debidoc a que este método no
considera que existe un crecimiento celular durante el tiempo en
el que el tejide se encuenira embebiendo agua, algunos autores
CCaLst. 1874; Turner, 1981) consideran que ’es mejor emplear
discos © segmentos de hoja, lo cual permite reducir el tiempo de
toma de agua y el posible incremento en el PL provocado por el
crecimlento celular.

En este mélodo se emplean discos y segmentos que pueden ser
d‘e diferentes diametros o longitud segun sea el caso Cdiscos para
dicotiledéneas y segmentos para monocotiledédneas y pinaceas). Se
les determina el Pi, se dejan embeber agua en hule espuma horadado
© en lfneas longitudinales (segun sean discos © segmentos), por umn
tiempo definido, por lo regular de 3 a 4 h, posteriormente se
vuelven a pesar, Pt y por uUltimo se seca el tejido, cbteniendo el

Ps Clatsky, 1974).



3.4 Relacion entre el potencial de agua y el contenido
relativo de agua.
El potencial de agua (¥ ha sido la medida mas usada para
determinar el estado hidrico de una planta.
Se define al ¥ como la energia libre por mol de agua y es una
medida de la energia disponible CBidwell, 19793, siendo igual a

cero para el agua pura. En cualquier sistema el ¥ se expresa como:
¥ = Yo + Pp

donde o es el poctencial osmbtico y ¥ es el potencial de presidn
o de turgencia. En las células, el ¥o siempre es negative y el ¥p
siempre positivo.

El W se ha empleade muchas veces en la determinacién del
estade hidrico de diferentes d&rganos y tejidos vaegetales, sin
embargo existen tante problemas metodolédgicos intrinsecos a 1la
medicidn asl{ como de aplicacidédn (Sinclair y Ludlow, 19850 los
cuales no permiten emplearlo rutinariamente., Uno de ellos ha sido
que el ¥, con excepcidén de su relacién con la concentracidn de ac.
abscisico, no ha podido explicar los cambiocs y adaptaciones que
sufren los Lejidos al estar en diferentes condicionss ambjientales,
mientras que el CRA ha mostrade ser una medida mis adecuada para
correlacicenar la actividad metabdlica, la supervivencia foliar vy
en la determinacidn del punto en que mueren las plantas. Se ha
visto gque pastos Cs mueren a 0.85 % 0.01 de CRA mientras que su ¥
varia de -7.5 a ~13.0 MPa (Sinclair y Ludlow, 1885). También se ha
encontrado que - Eucalipthus marginata no es infectado por
Phytophthora cinnamomi a 0.7 de CRA, lo que corresponde a -1.5

MPa, mientras que P. cinnamomi puede vivir en suelos con un ¥ de
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-3.6 MPa C(Tippet et al. 1987). Esto implica que puede ser mas
importante medir el CRA que el ¥ para entender estos fendémenos y
algunos otros mas.

Richter (€19768b) ha correlacionado el pot,éncial de turgencia
C¥pd), el osmético CIod) ¥ el inverso del CRA haciende un simil con
la ley de Boyle de la siguiente manera:

P = L cte @
=i se considera que: V es el volumen celular (pudiéndose expresar
como CRAY y la presién es el ¥, se obtendra:

1

Y= ERE

cte

Por lo que al determinar el CRA y ¥ se puede hacer una curva
presién contra el inverso del volumen (fig. 1, Richter, 1978bd.
Analizando la griafica se tiene que una célula completamente
Lurgerﬂ.e Cu hoja, es jgualmente vailidod con un ¥ de cero MPa,
tiene un CRA" de 1. Conforme va perdiendo agua, el ¥ (¥ = %o +
Ipd va disminuyendec de manera exponencial, en este lapso el p es
mayor de cero, por lo tanto, la célula se mantiene turgente.

En el momento en que Y es igual a cero, se pierde la
turgencia, dando por consiguiente una ceélula flacida, y el ¥ es
igual al o, el cual mantiene una relacidn lineal con el CRA ‘en
tedo momento.

Si se considerara una célula sin pared celular cuya membrana
pudiera expandirse hasta el infinito, la linea del W se podria
prolongar hasta el origen, esto harfa que la dilucié4n de los
solutos de la _c;él.ula fuera tanm grande que podria considerarse el

¥ como cero.

“Esta ley fue establecida para gases ideales, pero su uso se -ha
extendido hacia soluciones Cvéase Richter, 1978bd



0.3 CRA

© Rt
o 1 . 8 4 CRA
o I 1 1 1

-a. 2 e i

o ‘“ ~ rgente C¥ = Wp + Wod
4 - RS

Tneras C" 6: punte d. perdida de

o.a “turgencia C¥p = O

-1.04

-1, 24 S
i cétul@iflaeida

pabd ¢l = WD

Fig. 1 Diagrama de potencial de agua-inverso del
contenide relative de agua, en Cyclamen persicum
CAdaptado de Richter, 1978b). —— ¥ o To

Por lo tanto es posible determinar el cambio en el Yo y ¥
conociende el CRA y el ¥, estableclendo el intervalo en el que el
potencial de agua es lineal y el momento en que sufre el cambio
provocado por el potencial de turgencia, logrande determinar asf
ambos parametros.

Por otro lado, se considera que ‘si una ecélula mantiene su
turgencia podrd seguir creclends <CKramer, 189740, de aqui 1la
importancia de conocer el CRA en el que se pierde la turgencia.

También se sabe que cuando empieza a faltar agua en el suelo,
las plantas aumantan el contenido de solutos en su interior Cpor
sintesis o por transporte de iones al interier de las célulag),
con lo que se logra un ¥ menor al del suelo y por consiguiente se
absorbe agua. A este fendmeno de reduccién del ¥ se le.conoce come
ajuste osmético y al existir un mayor ajuste, mayor posibilidad de

superviviencia tendra una planta que se encusntre carente de agua
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CFlower ¥ Ludlow, 1986).

3.5 Importancia del contenido relative de: agua.

3.5.1 En la estimacién del punto de marchitez permanente

de una planta.

Se conoce como punto © porcentaje de marchitez permanente
CPMPY al contenido minimo de agua de un suelo que ya no esia
disponible para la planta CKramer, 1969; Bidwell, 1979; Fitter y
Hay, 1983), dicho de otra forma es el contenido de agua del suelo
en el cual la presién osmética de ést.é es menor (mas negativad que
la del citosol celular. Para obtener el valor de este paramelro
del suele, se deja una planta sin riego, posteriormente se le
coloca en un ambiente saturado de agua, si el suelo contiene agua
que pgeda ser absorbida por la planta, ésta se recuperard, si se
seca, se considera que el suelo ha ljlegado al PMP. Por lo regular
el PMP se expresa en potenciales de agua (Bidwell, 1979).
Promediando distintos tipo de suelos y usando diferentes plantas
Caungue normalmente se usa el girasol) se ha llegado a establecer
que se encuentra alrededor de -15 MPa.

‘ Este parametro se considera como una constante de los suelos,
aunque este valor cambia segun la capacidad de absorber agua que
tenga la planta utilizada en la medicién (Bidwell, 1979; Fitter y
Hay, 1863, Sin embargo existe un inconveniente en la forma de
hacer la medicién, ya que no se considera si la planta todavia es
capaz de abscrbf_er agua ¥y recuperarse. pues “plantas con marchitez
permanente pueden recuperar la. turgencia solamente cuande es
agregada agua al suelo" CKozlowki, 19723 y cuando se ha agotado el

agua en los poros del suelo “ne puede ser transportada mids a la
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hoja' .y la planta se marchitara permanentemén!.e y aventualmente-
V morira® CFitter y Hay.*ieaab.

Esto permite pensar que, aunque el contenido de agua del
suelo haya alcanzado el PMP, la planta no ha llegado al contenido
minimo de agua esencial para su supervivencia. Por lo tanto debe
existir un punto en el ‘E.‘-’a,l una planta en sequia, al ser regada de
nuevo, nhe Sea capaz de recuperar su turgencia.

Come el CRA eos una medida directa C(y sencillad del estado
hidrico de la planta, pedria servir para determinar dicho punto.
ya que ésite no depende del suels en que ésta se encuenire. Ademis,
determinando el DRA podria evaluarse el dafo que tuve la planta
durante la deshidratacidn y si es capaz de recuperarse o no.
Desgraciadamente esta medicién no ha recibide un nombre
especifico, sélo se ha reportade como 'las plantas mueren a"
clerto CRA C(Sinclair y Ludlow, 1985), por lo que a continuacién se
denominard Canilogamente al PMP) come punto de marchitez
permanente de la planta (PMPP) al contenido minime de agua en el
que una planta pueda sobrevivir y sea capaz de restablecerse al
volver a regar el suelo. A diferencia del PMP del suelo este
parametro se expresara como CRA.

Una vez conociendo este valor seria posible aplicarle en
campe, para conocer el momento en que un cultivo se acerque al
PMPP, asi{i comoc al contenido de agua en el que la produccién puede
sufrir una disminucién o corra el peligro de perderse por falta de

agua para entonces aplicar un riego de auxilio.
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3.5.2 Como estimador del volumen celular.

Existen grandes dificultades para conocer la forma en que se
llevan a cabo los cambios y modificaciones a nivel celular
durapnte las variaciones del contenido de agua. En el equipo de
trabajo ;e ha planteado la hipétesis de que: el cambio de volumen
celular estid involucrado en dar o inducir la sefial encargada de
realizar los ajustes necesarios a nivel enzimitico, que permitan
a los tejidos responder adecuadamente a 1la falta de agua.

La primera aprodmacién en la demostracién de esta hipdtesis,
es establecer una medicién adecuada de los cambios del volumen
celular. Se considera que es posible utilizar el CRA como una
medida del volumen celular CRichter, 1878a), por 1lo que al
determinarlo Junto con diferentes parametros Cactividad
enzimitica, acumul acidn de metabolitos, transporte de
electrolitos, etc.D) se podria detectar si existe una correlacién
entrte los cambios de volumen celular y cambios en los paramaetros
estudiados. )

Se considera que el CRA puede representar los cambios de
‘./olumen celular por las siguentes razones: 1) la densidad del agua
no sufre grandes cambios al incrementar la temperatura del
ambiente (0.99823 g mli a 25°¢c > per lo que es posible
considerarla de 1 g/ml y 22 se puede suponer que al secar un
tejido tnicamente se pierde agua, por lo que el peso permite
calcular 1la var:iaci.bn de volumen, con base en la densidad del
agua. Finalmente es necesaric ac.larar que no se estid considerando
al CRA come el volumen total real de las células sinoc como un

estimador del mismo.



12

3.5.3 En la evaluacion de plantas con resistencia

a la sequia.

En nuestro pais alrededor del 40% del L'errltorio nacional son
Zonas desérticas o semidesérticas C(Rzedowski, 1978 y existen
vastas extensiones propgns‘as a convertirse en zonas aridas, debido
a la tala inmederada y al uso inadecuado del suelo, entre otros
factores; por esto seria de gran utilidad conoccer aquellas
especies que pueden desarrollarse en esos ambientes, y asi{ ayudar

a recuperar esas zonas, para uso agricola y/o reforestacién.

3.5.4 En la determinacion del madulo elastico.

Un parametro que esta muy relacionado con 81l CRA y el ¥ es el
médulo elastico o de elasticidad Ced. El cual se define como la
capacidad que tiene la pared celular de expandirse y so expresa

como:

£ = az— d¥
donde V es el volumen celular en turgencia maxima y % el potencial
de agua, dV representa los cambios en el volumen celular
producidos por el cambic en la presidon y d¥ a la cambios en la
presién (Tyerman, 1882).

El £ es un facter dominante en la capacidad celular de
abgoreidn de agua y conociendo su valer ayuda a predecir 1la
respuesta de una célula vegelal a un cambio particular en el
potencial de agua CTyerman, 1882>

Una vez ccn'ociendo las caracteristicas del CRA y dsociandolas

al ¥ serd posible explicar la forma en que ésteos influyen sobre el

€. Estos parametros podran ser empleados al explicar los cambios
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que se-dan en la pared celular y compararlos con las variaciones a

nivel molecular.

3.8 El Amaranto y su importancia.

Amaranto es uno de los nombres que reciben las plantas del
género Amaranthus L. Cdmaranthaceae) del cual existen alrededor de
70 especies distribuidas a través de todo el mundo, de éstas 60
son originarias de América CSauver, 18687). Todas las especies son
anuales, i.a gran mayoria consideradas como malezas, algunas
ornamentales y dos especlies, A. cruenius L. y A. Aypochondriacus
L, son cultivadas para la obtencién de semillas para consumc
humano.

La palabra amaranto tiene su raiz en el griego (a, no y
marai;»sin. marchitar) que significa inmarcesible, que no se
marchita, Probablemente se le haya dade este nombre debido a su
caracteristica de “aparentar' marchitez y recuperarse rapidamente
al ser regada Centre 20 y 90 min.>D.

Antes de la Epoca Colonial el cultivo del amaranto
éhuauhqullsu. o huauhtli en nihuatl, Aguilera, 1898%5) tuve una gran
importancia on las culturas Mescamericanas, llegando a ocupar el
tercer lugar después del maiz y frijol entre los mexicas, Ellos lo
;xiglan como parte del tribuio a los pueblos dominades CAndSnimo,
1987), Su consumo estaba relacionado con los sacrificios humanos,
principalmente para al Dios Huitzilopochtli, este ritual
involuecraba un tipo de comuni &n ¥ penitencia C(Aguilera, 1€85;
Anénimo, 1987) por lo que los sacerdotes espaoles trataron de

extinguir su cultivo (Sauer, 1957; Alejandre y Gémez., 1988). Sin

..
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conseguirlo, por lo que pudo llegar hasta nuestros dias, aunque
con poca produccidn. Se piensa también que disminuyd su cultive
debido a que no pudo competir en produccién y facilidad de
cosecha, con los otros cereales como el trige ¢S. Miranda, 1697,
comunicacién personald.

En la actualidad, la semilla se emplea principalmente en la
elaboracién del dulce r:;;;r;ominado “alegria* CIrving et. al, 1981;
Sinchez, et al., 1885; Alejandre ¥y Gémez, 1886) nombre por el cual
se identifica también a la planta Cen alguneos lugares es més
conocida como quelite © bledod. Debido al alto coentenido proteico
de las semillas y de las hojas, ha comenzado a cobrar mayor
importancia para la nutricién humana y de animales domésticos.

El amaranto Jjunto con el trigo sarraceno, Fagopyrum
esculentumn CPolygonaceae), originario de Asia y la quinta o
quinoca, Chenopodiunm quinca (Chenopodiaceae) originaria del Peru,
constiluyen el grupc de los pseudocereales por sus caracteristicas
bromatolégicas como son: alto contenido de proteinas asimilables,
ricas en lisina y metionina, asi{i como "un alte valor quimico
Csicd, mayor que el maiz, el frijol, el Llligo y 1la leche”
CAlejendre y Gomoz, 1980,

Por otra parte, Lodos los amarantos, al igual que el mafz,
son plantas que utilizan la ruta folosintética Ce y como
consecuencia tienen una alta eficiencia en el uso de agua, 300 y
370 g de agua transplrada. por grame de materia seca producida
respeclivamente, mientras que el trigo y la cebada, que son
plantas Cs, tienen un mayor consumo de agua por gramo de materia
seca producida (540 y 620 respectivamente) (Larcher, 1975, citade

por Fitter y Hay, 18830,



4. OBJETIVOS.

En el ecquipo de trabajo encabezado por 91' Dr. E. Murillo, se
ut;iliza. @l Amaranthus hypochondriacus L. como modelo para estudiar
algunos mecanismos bioquimicos de adaptacién a la sequia en
pPlantas. En este modelo se ha considerado a los cambios en el
volumen celular CCRAJ como los raesponsables en la induccién de
alguna sefial. para que se realicen los ajustes necesarios para
resistir l'a sequia.

Por lo cual ha sido relevante conocer algunos aspectos
fisiolégicos de esta especie, relacionados con el CRA como son: 1D
las ceondiciones mas adecuadas para medir el CRA en A
hypochondriacus L. 2) la constancia del CRA en todas las hojas de
planLQs. en diferentes estatus hidricos 33 la forma en que cambia
el CRA en plantas que se estin recuperande de un periodo sin riego
4> el momento en que los tejidos de A. hypochondriacus L. sufren
un dafMe inducido por la falta de agua 52 las posibles alteracicnes
del CRA provocadas por este dafio y 6) el CRA al que muaeren las
p-].anLas de A. hypochondriacus L.

Al hacer pruebas preliminares se enconrtrd que el Pt tenfa
una relacién lineal con respecto al Ps. Por la tLanto otros
aspectos fisiolégicos importantes de conocer fueron: a) el cambio
en relacién a la edad de las plantas en la capacidad maxima de
absorcién de agua, b) la posibilidad de emplear, como un estandar,
esta relacién en otras medieiones ¢) verificar si esta relacién
Pt Ps es igual en otras especies.

Por otre lado, como en el laboratorio se emplean soluciones

{1a)
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de Polietilenglicol (P‘EG) como agente deshidratante, fue necesaric
determinar si esto podria tener efectos independientes de la falta
de agua en si{, sino debidos a la presencia del PEG.

Todo lo anterior condujo a plantear los siguientes objetivos:

1.- Determinar las condiciones éptimas (luz temperatura y
Li‘empo de imbibicidn) para medir el contenido relativo de agua en
Amaranthus hypochendriacus L.

2.- Medir el CRA de cada una de las hojas de plantas en
diferentes regimenes de humedad.

3.- Determinar las variaciones del contenido relativo de agua
durante la recuperacién de las plantas sometidas a sequia.

4.- Calcular el contenido relative de agua en el puntoe de
inicio de dafo celular, empleando el déficit de resaturaccidn de
agua.

5.~ Evaluar la variacién del contenido relativo de agua al
existir dafio celular.

6.- Determinar e! contenido relativo de agua en el punto de
marchitez permanente de la planta de esta especie.

7.- Comparar los cambios en las pendientes de la relacién
peso en turgencia maxima contra peso seco en diferentes edades de
las plantas.

8. -Analizar las posibilidades de uso de una curva patrén
PL/Ps en esta especie.

9.~ Medir la variacién del contenide relativo de agua en
hojas deshidratadas en soluciones de polietilenglicol.

10.- Comparar la relacidn peso en turgencia mixima contra
pasc seco del amaranto con obras especies Y su posible relacién

«on la eficiencia en el usc de agua.



5. MATERIALES Y METODOS.
Todos los estudios se realizaron en el Departamento de
Bioquimica Vegetal de la Facultad de Quimica, UNAM. Meéxico, D.F.

De febrero de 1987 a enero de 1988.

5.1 Material biologico.

Se trabajé con plantas de Amaranthus hypochondriacus L. tipe
Azteca CEspitia, 1687) de 40 a 103 dias de edad. Las semillas
provienen de Tulyehualco, D.F.

Antes de germinar, las semillas fueron desinfestadas para
eliminar posibles organismos patégenos. Inici:almente se enjuagaron
con etanol al 70% durante 5 minutos, con hipociorito de sodio
comercial C(Cleoralexd al 20 % por 10 minutos y finalmente se
enjuagaron de 3 a B veces con agua destilada y d;sionizada.

Las semillas germinaron en macetas de 1 y 2 L de capacidad,
utilizando dos sustratos: perlita CAgrolitad y una mezcla de
tierra-perlita (i:1 v/vd, fueron regadas diariamenite con una
§oluc16n nutritiva Capéndice 1) y cultivadas bajo condiciones de
invernadero. '

Se emplearon también, plantas de 45 dias de edad de Zea mays
L. hibrido H-30, Anaranthus caudatus L. y Triticun aestivum L.
var. Salamanca, crecidas en perlita, regadas con la misma solucién
nutritiva que el A. hypochondriacus y mantenidas bajo condiciones
de invernadero. ‘

5.2 Medicion del contenido relative de agua. -

Para elegir las mejores condiciones de medicién del CRA en

{20}
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discos y hojas, se variaron los parametros Liempo de absorcién de
agua, jluminacién y temperatura.

En la determinacidn del periodo de absorcién de agua las
muestras se tomaron Yy se pesaron a diferentes intervalos de
tiempo, manteniendo constante la iluminacidén y la temperatura Cen
obescuridad a 28°C>. .

Las pruebas de iluminacién, se hicieron ¢on ¥ sin luz., la luz
proporcionada fue artificial (focos fluorescentes de luz blanca
fria de 39 W, Phillips?. Las muesiras se pesaron a intervalos de
tiempo de 1, 2, 3, 4 ¥y 24 h.

Tambié&n se realizaron mediciones a dos temperaturas €4 y 25°c
an obscuridad) ya gque existen estudios en los que se menciona gque
la temperatura tiene efecto en la toma de agua CCaLskg'r. 1974>. Las
muestras se pesaron a las 1, 2, 4, 6, 26 y 28 h.

En cada uno de los experimentos se graficé el incremento del
peso fresco contra el peso inicial de la muestra con el preopésito
de determinar el cambic en la tasa de toma de agua de las
muestras. Las fluctuaciones que presentaron las medicicnes de los
di ferentes ensayos, rua'ron los indicadores que permitieron elegir
los parametros mis adecuados para realivzar la medicién del CRA.

Una vez establecidas las mejores condiciones, se midid el CRA
tanto en hojas y como en secciones circulares de hoja Cdiscos).

En hojas completas: se cortaron por la base del peciolo con
un bisturt{, se pesaron (Pi); se sumergié el peciolo en agua
destilada y desionizada Cen una camara de saturaeidénd; se -
cubrieron con una bolsa de polietileno y se dejaron en una
incubadora a 28%1 °C y obscuridad durante 24 h. Posteriormente se

sacaron las hojas eliminando el exceso de agua con papel
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T

Fig. 2. Esquema de la posicién de los discos ¥y

segmentos durante la toma de agua en camaras hechas para
dicho fin. 1) hoja de polietileno. 2) hule espuma. 3D
tejide, 42 papel filtre. B) caja de Petri. C‘Tomado de
Catsky, 19743,

absorbente, se pesaron determinando as{ el pesc en turgencia
maxima CPL). Se pusieron en una estufa con vacioc a 80°¢C y 381 mm
de mercurio durante una hora Ceste lapse es suficiente para que
las muestras lleguen a peso constanted. Se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se volvieron a pesar (Ps). Con estos datos
se procedid a calcular el CRA de la muestra.

En discos: se cortaron los discos con un horadador de 8 mm
de diametro, se pesaron (Pi> (4 discoes por nmuestra, excepto péra
obtener la relacién PtL/Ps donde el numero varié de 1 a 163 y se
colocaron en hule espuma con orificios de 8 mm de diametro,
saturadeo con agua destilada y desionizada, se cubrieron con una
hoja de polietileno, dentro de una caja de Petri (fig. 2), Se
dejaron durante 4 h para que alcanzaran la saturacién dentro de la
camara. Después se sacaron las muestras, eliminande el exceso de
agua con un papel absorbente y se pesaron C(PL). Los discos se
secaron de la misma forma que las hojas, se pesaron (Ps$) y con los

valores obtenidos se calculd el CRA correspondiente.
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5.3 Variacion del CRA en plantas de Amaranthus
hypochondriacus L.

Para medir la variacién de CRA en las plantas <A
hypochondriacus L.), se, emplearon plantas entre 60 y 80 dias de
edad, unas bien regadas y otras en sequfa. Se midié el CRA que
tenia cada una de sus hojas, considerando la posicién de cada
una.

El CRA se midié en unas plantas usando sdlo discos, en otras
sédlo con hojas y otras alternandeo discos y hojas. Esto sirvid
también para establecer las diferencias por comparacién, entre la
medicidn con discos y con hojas. Los datos se graficaron .
considerande la ublicacidédn de las hojas en forma ascendente con lo
que se pudo determinar la varlacién del CRA en la planta completa.
En algunos casos se tomaren incluso las hojas mas pequeMas para

medir su CRA,

5.4 Recuperac.lén de las plantas y punto de marchitez
permanente de la planta en Amaranthus hypochondriacus L.
En la obtencién de éstos parametros se utilizaron plantas en
la misma maceta y con falta de agua. Se mantuvieron sin riego
durante 2 dias y posterlormente se regaron con agua destilada <500
mlL/L de sustrate), Cada 10 minutos, durante 50 minutos, se tomaron
Lres hojas de una planta diferente, con el objeto de deteminar su °
CRA. Los valores‘ fueron promediades y graficados.
Para obtener el PMPP se dejaron 12 plantas sin riego en

perlita, ya que con esta se tiene una mayor cantidad de agua
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disponible que cualquier sueio; hasta que mostraron una marchitez
severa, las plantas estaban completamete dobladas y las hojas
también se habfan enrollado hacia el haz longLLI.JdinalmenLe. Se
regaron con agua destilada, se tomaron dos hojas para medir el
CRA, se cubrieron con una bolsa de polietileno y se dejaron bajo
condiciones de invernadero, Se observaron las plantas que fueron

capaces de recuperarse y las que no. De esta forma se correlaciond

la recuperacidén de la planta con el CRA promedio cbtenido.

-5.5 Inicio de dano celular.

Para medir este parameiro se usaron plantas bien regadas de
las cuales se cortaron cuatro discos por cada hoja, éstos se
colocaron en las camaras de saturacién 4 h, se pssaron CPL), en
grupos de 4 y >se desecaron sobre un papel filtro, dentro de cajas
de Petri de la siguiente manera: se colocaron’equidisbanbemente
cuatro cajas dentro de un recipiente de plastico., con un foco de
B0 W a unos 20 cm de altura con relacién al centro. La temperatura
alcanzada en la parte central fluctue entre 30 y 37°C.

Posteriormente se sacaron los disces de las cajas a
d.irerent.es tiempos <1, S, 10, 20, 30, 40, 50 y B0 minutos) y se
pesaron CPfin). Después se colocaron nuevamente en las cimaras de
saturacién durante 4h. Se retiraron de la camara, eliminando el
agua en eXxceso, se pesaron (Prs), se secaron completamente y se
velvieron a pesar CPs). Se calculé el CRA y el DRA
correspondientea.

Con 1los valores obLenidoé se graficd CRA contra DRA,
obteniéndose dos poblacionfas de datos totalmente diferenciadas, a

cada una de éstas se les hizo un analisis de regresion lineal don
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lo que se obtuvieron dos rectas. Al igualar las ecuaciones de cada
una, se pudo calcular el punto de interseccidn y de cambio en la

pendiente, el cual indicé el punto de inicio de dafio celular.

5.6 Relacldn peso en turgencia maxima contra peso seco,

La relacidn peso. en turgencia maxima contra peso seco se
encontré graficando lo; 'valores obtenidos de Pt contra Ps de
plantas de 43, 60, 73, 74, B0, 87, 94 y 103 dias de edad. Se
cbtuvo la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de
correlacién de cada grupo de edad.

Por medio de la prueba L de Student se compararon las
pendientes y las ordenadas al origen Ca 95% de confianza,
Remington y Schork, 1974), obtenidas en cada caso con el fin de
establecer si existia alguna diferencia significativa entre ellas.

Debido a que no hubo diferencia significativas en 1la
pendientes de las plantas de 43 a 94 dias Ctabla 43, se unieron
los valores de éstos para formar una sola grafica. Con lo que se
obtuve la ecuacién que describe la cantidad de agua absorbida per
hoja o discos en A. hypochondriacus L Cecuacidén 1).

También se estableci¢ la relacién PL/Ps en Zea mais L.,
Triticum gestivun L. y de A. cruentus L. Para estec se emplearon
plantas de 45 dias y las condiciones de saturacién fueron las

mismas que para A. hypochondriacus L.

5.7 Variacion del CRA de hojas en polietilen-
glicol al 2X.
Se colocaron hojas de A. hypochondriacus L. en soluciones de

PEG BOOO, para medir las variaciones que pudiera provocar en el
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CRA de éstas a lo largo del tiempo. Para esto se idearon dos
formas de hacerlo.

En la primera se ccrtaron cince hojas y se ?olocarcn en la
cAmara de saturacién durante 24 h. Posteriormente se sumergié el
peciolo en una solucién de PEG al 2.5% dejandose en iluminacidn
Cbajo las mismas condiciones Qque los oxperimentos de toma de
aguad, se pesaron Ca 1, 2, 4 ¥y 6 h), se secaron completamente y se
volvieron a pesar. Con lo que se pudo establecer la variacién del
CRA.

La se-gunda consistié en regar ocho plantas una o dos horas
antes de cortar todas las hojas, sin considerar las tres primeras
hojas del apice Cya que son demasiado pequefias para manipularlas).
A la hoja superior y a la hoja inferior se les determind el CRA
inicial. Las restantes fueron pesadas y se colocaron en una
soll,tci:én de PEG BOOO al 2.5 %. Las hojas se aividieron en dos
grupos, uno de ellos se cubridé con una bolsa de polietilenc y el
otro no se cubrid, Las condiciones experimentales fueron las
mismas que para los experimentos de imbibicidn con iluminacién. Se
pesaron Ca i, 2, 4 y Sh). Comc algunas hojas llegaron a mantener
u}m peso mas © menos estable a las S h, se decidié secarlas todas a
este tiempo y se determinéd la variacién del CRA que tuvieron,

Por otra parte se cortaron hojas, se pesaron y se desecaron
al aire, unas se cubrieron con la bolsa de polietileno y otras ne
manteniende las mismas condiciones ya sefflaladas, fueron pesadas a
las 3§, 2, 4 ¥y S .h determinando el CRA eh cada punto. Esto se tomé
como el control para observar lasv variaciones inducidas por el PEG

durante la deshidratacién. .



6. RESULTADCS Y DISCUSION.

6.1 Condicicones para la medicion del CRA.

Primeramente se requirié definir las condiciones de
.incubacién adecuadas para podar tener medidas del GRA confiables y
reproducibles. Las condiciones que se estudiaron fueron 1los
factores tiempo de imbibicién, luz y temperatura de incubacidn de
las muestras, ya que existen estudios que indican que estos

factores pueden influir en la obtencidn del PL.

6.1.1 Tiempo de imbibicion 6pt,imo para determinar
el Peso en turgencia maxima.

Al estudiar el proceso de absorcién de agua en las hojas se
observé :;lue en las tres primeras horas la mayorfa de las muestras
ya habfan absorbideo mas del 80% del agua necesaria para lograr su
Pt. Posteriormente llegande a una estabilizacidén a las cuatreo
hoeras CFig. 3).

Ahora bien, como se puede apreciar, en algunas hojas el
incremento en peso se estabilizd después de la cuarta hora (Fig.
3d, mientras que otras, continuaron absorbiendo agua por un tiempo
mayor (Fig. 3c). Esto depende en parte de la edad del tejido, ya
que un tejido "viejo' tenderd a absorber agua por menos tiempo
debido a que tiene mas lignificada su pared celular gque une joven,
@l cual también puede crecer por divisién celular, incrementando
la posibilidad de absorber agua. Las plantas a y d tenfan 40 dias
mientras que la b y ¢ 80 dias de edad.

Considerando que algunas hojas tardan mis en saturarse vy

{ 23]



incremento en peso fresco

debido a que la mayoria de los autores utilizan este tiempo,

Tie! h)
O  Discos meo (1) 0 Hojas

Fig. 3. Tiempo de imbibicién de agua -en discos y
hojas de A. hypochondriacus L. Los experimentos se
realizaron a 28 °C y obscuridad. Cada linea corresponde
a una planta diferente; a es el promedio de 12 muestras
con 2 discos cada una, b el promedioc de 4 muestras con 4
discos cada una, ¢ y d son el promedio de 4 hojas. El
CRA promedio obtenido fue a) 0.73 * 0.04, b) 0.83 %
0.05, ) 0.88 £ 0.01 y d3 0.81 0.02.

decidiéd que el Liempo de imbibicidén fuera de 24 h.

na

se

En el caso de los discos el comportamiento fue similar Cfig.

3> alcanzando la saturacién aproximadamente a las cuatro horas,

por lo cual se eligié este tiempo como suficiente para que las

muestras llegaran a su turgencia maxima.

Ahora bien, Weatherly (1963, citado por Bidwell,

19790
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encontrd que cuando a una hoja se le Li?ne con un suministro
constante de agua y se le suspende Su transpiracién, se produce
una disminucién rapida de 1la absorcién de agua en los primeros
minutos y posteriormente se estabiliza la tasa de toma de agua.
Con este experimento explicé que inicialmente el transporte de
agua en la hoja, es a través del apoplasto y posteriormente se
debe al equilibrio que ;e'da entre éste y ia vacuola.

En relacién con lo anterjor, 1los resultados obtenidos
sSugieren que la absorc_ién inicial de a.gug se debid principalmente,
a la diferencia de potenciales de agua del exterior y del
apoplasto de la hoja y la toma subsiguiente por el equilibrio de
potenciales del apoplasto y la vacuola, con lo que se :logré que |

las c¢élulas llegaran a su turgencia maxima.

6.1.2 Efecto de 1la iluminacion en la cinatica de
imbibicion.

El efecto de la iluminacién durante la imbibicién se estudid
tanto en hejas como en discos. .

Al comparar la forma de abscorcién de agua entre los discos
iluminados y los puést.os en o_bscdridad. ne se observaron
diferencias en las primeras cuatro horas, mientras que a tiempos
nﬁyoros. estas diferencias se hicieron patentes CFig. 4).

Las hojas mostraron diferencias en la cantidad de agua
absorbida a partir de 1a‘ zegunda hora, entre la condicién de
obscuridad y de iluminacién. Sin embargo, la cindtica de la

absorcion de agua fue semejante (Fig., 4D,

Lo antarior.indica que la velocidad de toma de agua no



Incramaento dé peso fresto

... Tempo (h)
g Dis Ots +  Disluz 0 ' Hoj obm A  Hojum

Fig. 4 Efecto de la iluminacién en la tona de agua de
discos y hojas. Los experimentos se realizaron a 25°c.
Cada limea corresponde al promedico de 3 muestras, Les

CRA alcanzados se muestran en la tabla 1.

depende directamente de la luz, aunque provocd un aumento de peso
en las hojas a partir de la segunda hera y en los discos a partir
de las 24 h. Esto se dehbid seguramente a que el tejido pudo
fotosintetizar, ocasionando un aumento en los fotosintates y por
le tanto un incremente tante en el peso en turgocncia maxima como
en el peso seco. Ademias., posiblemente esté ocurriendo un
cracimiento celular lo que, a su vez, ocasioha uUna mayor capacidad
de toma de agua C&atsky, 1074). '

En lo que respecta al CRA, se observé que en discos, tanto en

luz come en obscuridad, no hubo diferencia estadisticamente
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Tabla 1. Diferencias enire la determinacién del CRA tanto en
diseos como en hojas puestas - en luz y , obscuridad, ' de A,
hypochondriacus L.

4 h Obscuridad Luz
Discos 0.8747 0. 0032 0.8706 0.0176
Hojas 0.9358 0. 00835 : 0. 8961 0. 0343
24 h e )
Discos 0.8527 0. 0204 0. 8706 0, 0088
Hojas 0. 9251 0.0148 0. 8862 0. 0174

* Diferentes estadisticamente con el 85% de contianza.. mediante
prueba t de Student.

significativa a las cuatro horas pero si, a las 24 h C'I.‘:abla 3.
Esto indica que, durante el tiempo de imbibicidén elegido para el
estudio C(4hd, los discos pueden incubarse tante en luz como en
obscuridad sin que se altere su Pt. En cambio en las hojas se
observan diferencias significativas desde las cuatro horas de
imbibicidén.

Es importante sefalar que se presentaron dos problemas de
Lipo metodoldgico en la medicidn del CRA con luz. Primero: debido
a que la luz debe atravesar la caja de Petri o el polietilenc de
las camaras de saturacion, la cantidad que incide en las heojas es
variable; segundo: dentro de las camaras se genera un efecto
invernadero que aumenta la temperatura interna, esto preoduce una
mayor transpiracién y por lo tanto condensacién de agua en la
superficie de las hojas y del polietileno, lo cual dificulta la
eliminacién del agua en exceso y aumenta la probabilidad de que
algunas cavidades aéreas del tejido se llenen de agua.

Lo anterior podria generar diferencias en los pesos de
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turgencia maxima y por consiguiente en el CRA de las distintas
hojas con lo que no se evaluaria correctamente.

Considerando esto, se decidié que el procesc de imbibicidn
Lantlo para discos como paré hojas se realizara en obscuridad.

La posible pérdida de pess seco del tejido incubado en
obscuridad, debido a la respiracién, puede considerarse
despreciable. Ya que como A. hypochondriacus L. es una planta Cs,
posee la enzima fosfoenol piruvale carboxilasa, la cual se encarga
de fijar el COz en el cicle Cé ¥y no requiere luz para estar
activa, y .puede entonces refijar parte del COz producido durante

la respiracién CR. Reodriguez, 1988, comunicacidn personai).

6.1.3 Influencia de la Temperatura en la clnéu.ca
de imbibicion.

'

En la literatura se ha sefialado que la t.empératura influye en
la cantidad de agua abserbida para lograr el PL, siende mayor a
temperaturas superiores. Por esto se consideré hacer solamente los
ensayos con A% y 28 °C para detectar diferencias en la cinética de
imbibicién entre estas temperaturas.

Come se puede observar (fig. 5) la temperatura, al igual que
la iluminacidén, tiene un efecto sobre la cantidad de agua
absorbida y no sobre la wvelocidad de absorcién de agua. Esto
indica que en A. hypochondriacus, si existen diferencias en la
medicién del CRA a estas temperaturas, ya que el Pt alcanzado fue
mayor a 28 °C que a 4°. Esta diferencia se explica. segun Catsky,
€1974) porque a mayor Lemperatux;a existe un mayor crecimiento b4
divisién celular, dando como consecuencia una mayor toma de agua v

por consiguiente un mayor PL.
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Fig. S Efecto de dos temperaturas en la absorcidn. de.
agua en hojas de A. hypochondriacus L. Ambos
experimentos se realizaron en obscuridad. El CRA
obtenido fue de 0.91 a 4° y 0.88 a 25°¢C.

(‘.atsk)" €1974) recomienda el emplea de temperaturas bajas
durante la imbibicién para evitar el crecimiento celular. Sin
embarge, existen ciertos inconvenientes: las plantas se encuentiran
creciendo a temperaturas entre 20 y 25 “C, si las hojas y- o los
discos se someten bruscamente a 4°C ge proveca un cambio en la
humedad relativa CHR) en el interior de la hoja. Ahora bien si se
considera que a 28°C los espacios aé¢reos de las hojas tienen una
cantidad de vapor de agua cercana a la saturaciér'; CDevlin, 19703 y
si las hojas o los discos son puestos inmediatamente a 4°C.

seguramente esa cantidad de agua sera mayor a la requerida para

LT
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lograr- el 100% de HR a 4 °C. provocando una condensacién del wvapor
de agua dentro de los " espacios aéreos de las hojas, lo que
producirfia un aumento en el PL. Este aumento no se daria si las
plantas crecieran a 4°c Y se saturaran a esa misma Lemperalura.

Otro inconveniente que se presenta es la evaporacidén de agua
provocada por las diferencias entre la temperatura de incubacién y
la Lempérabura ambiente a la que se pesa la muestra, produciéndose
una disminucién en el Pt. Esta pérdida se puede dar tanto si la
muestra se incuba a 28°C come a 4°C, pero la diferencia entre la
temperatur'a de imbibicién y la ambiental es menor incubando a 25°
que a 4 °c.

Por todo lo anterior se decidid hacer las mediclones a 25°C

tanto en discos como en hojas.

' . -
6.2 Metodo de extrapolacion para evaluar el

crecimiento celular.

Este método fue disefado para evaluar el aumento de peso que
s.ufren los discos después de cierto tiempe de incubacién debido a
que las células han crecido y tienen mayor capacidad de tomar
agua. Este crecimiento es una funcién lineal del tiempo CCaLskgc,
19743, La evaluacién se lleva a cabo realizando dos mediciones del
peso Cnormalmente a las 3 Y 6 h de saturacién) y el CRA se obtiene
por medio de la siguiente férmula:

Pi - Ps

CRA = 2Ps - Ps - Ps

siendo Ps y Po el peso alcanzado a las tres Y seis horas

respectivamente.



: Tabla 2. Diferencias entre la determinacién del CRA usando
el ‘método de extrapolacidn en A. Aypochondriacus L.

Tiempo - S - CRAY crA®
s 0.8646 * O. 0257
4 0.8678 * 0.0390
s 0.8627 * 0.0137

: Obtenidos con la férmula CRA=CPi-Ps)/CPt-Ps)
. 2 Usando:la férmula CRA=CPi-Ps)/C2Pa-Ps-Ps)

Se compararon los valores de CRA cobtenidos con el métedo que
considera el crecimiento celular ¥y el que no lo toma en cuenta.

Al realizar este experimento se obtuvieron los resultados
mostrados en la tabla 2, donde se puede observar que no existen
diferencias significativas entre ambos métodos Cotros datos que
apoyan esto se aprecian graficamente en la Fig. 3). Esto indica
que el crecimiento celular en los discos de A. hypochondriacus L.
en las condiciones empleadas es muy pequefio, pudiéndose despreciar

Yy por lo tanto emplearse sélo un tiempo para cbtener el Pt.

6.3 Variaci.::n del CRA dentro de una planta de
A. hypochondriacus L.

Inicialmente se tenia la idea que una planta podia mantener
el mismo CRA a lo largo de ella. Para corroborarlo se determinaren
los CRA en cada una de las hojas. Se emplearon tanto hojas
completas como discos. En unas plantas la determinacién se hizo
s6lo con hojas (fig. B) o con discos Cfig. 73 y otras alternando
discos y hojas Cfig. .

Se pudo observar que mientras al CRA promedio no disminuyera

de 0.85, el CRA se conservaba a lo largo de la planta con una
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Fig. .6 Variacidén del CRA en hojas .de plantas
completas de A. hypochondriacus de 60 a 80 dias. En la
medicién se emplearon hojas completas. Cada linea
corresponde a una planta. En las plantas a, ¢, e y { se

excluyeron las hojas mas pequefias.

diferencia poco notoria CFig. 6 a, b, ¢ y 7 a). y en el nomento en
que se baja de este limite, las hojas viejas comienzan a perder
-agua, en tanto que las jévenes la retienen peor mayor tiempo Cfig.
6d, e, f, 7 b, c,y B8)., Esto difiere de Catskg‘r 1965, ci\-aao por
¢aLsk§‘. 1974) quien encontré que mientras mas cercana del 4pice
estuviera una hoja menor CRA Lendrfa. De igual manera Munns y
colaboradores Ccitado por Barlow, et al. 16800, encontraron que en
plantas de trigeo bien regadas existia un menor contenido de agua

Cexpresado come porciento de peso secod en el  Apice que en las
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“Fig. 7 Variacién del CRA en hojas de plantas
completas de A. hypochondriacus de 60 a 80 dias. En la
medicién se emplearcn discos. Cada linea correspende a

una planta. Se excluyeron las hojas mas pequefias.

hojas 4 ¥ 7. Sin embargo, al igual que en este estudio, al dejar
secar Jlas plantas observaron que la pérdida de agua era
diferencial. en las hojas viejas fue mayor, disminuyendo hacia el
Apice. Barlow y colaboradores (C18803 explicaron 1lo anterior
seffalando que el Apice es un drgano de transpiracién lenta, por lo
que el contenido de agua cambia poco durante la sequia, ademas de
que se produce una acumulacidén de sclutos en é&l.

Los valores de CRA observados en las plantas en sequia
permiten sugerir que 4. Aypochondriacus L. presenta un mecanismo

de proteccién de la zona apical, lo que le podrfia estar dando su
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Fig. 8 Cambio en el CRA de las diferentes hojas en
plantas completas, alternando el use de discos C(numeros

nones) y hojas C(nGmeros pares) en A. hypochondriacus.

Lolerancia a la falta de agua, ya que permitiria que esta zona
permanezca sin dafio a costa de sacrificar la de tejido mas viejo.
A.si. la zona apical tiene un crecimiento mas activo que el resto
de la planta antes de la fleoracidn (en esta edad las plantas
prasentan un crecimiento monopédicod.

Esta tendencia hace suponer que cuando las plantas sufren un
déficit de agua existe un transporte de metabolitos hacia la zona
apical; le que ?sba siendo estudiado por el equipeo de trabajo =n
el que se desarrollo esta investigacion.

En los tres casos en los que la medicién del CRA pudo

realizarse en la hoja mas cercana al 4pice (Fig. 8 by d y Fi.g.
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8b) se 'pudc observar que es menor que en las hojas mas
desarrolladas, aunque la tendencia permitiria esperar lo
contrario. Esto posiblemente se deba a que como son tejidos que se
encuentran en crecimiento Vact.ivo. pueden absocorber proporcionalmete
una cantidad mayor de agua gue las hojas maduras. Ademas debido a
que no se consideran necesarias en los mecanismos de regulacidn de
agua en las plantas, put_:s "no sintetizan metabolitos ni transpiran,
no es de importancia medir su CRA.

Urna de las caracteristicas mas notorias de los amarantos
cuando plerden agua, es que su tallc se dobla considerablemente,
dejando el Apice apuntando hacia el piso. Cuando las plantas son
grandes Cde 60 a 90 dias? la parte inferior permanece erguida
mientras que el apice se dobla. En cambioc en las plantas jévenes
€40 a B0 dias) la zona erguida es menos distinguible ya que es
casi toda la planta la que se dobla.

Este podria estar determinado, principalmente, por dos
causas: la disminucidn de la turgencia y la lignificacién del
tallo. Ademis este fendmeno podria ser un mecanismo de proteccién
para evitar la transpiracidn de las hojas, que aumenta con la
incidencia de la luz solar. Con esto disminuiria el area expuesta
a la radiacién y al mismo tiempe protegeria al 4pice, siendo un
componente del fendmeno anteriormente descrito Cmayor CRA hacia la
zona  apical) o posiblemente sea simple y sencillamente el
resultado mecdnico del fendémeno de marchitez,

Por otra parte a diferencia de 1o cbservado por Ca(.sk'y 19742
ne se encentraron diferencias enire la determinacién con hoja b

con discos Cfig. 8),
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Fig. 9 Tiempo de recuperacién de plantas de A.
hypochondrtacus L. en sequia, sembradas en perlita,
usando el CRA como medida de su recuperacién. Cada punto

es el promedio de tres hojas de una planta distinta.

6.4 Recuperaci:an de las plantas.

En observaciones preliminares se habia visto que plantas
marchitas, al ser regadas de nueve tardakbam en recuperarse entre
20 y 90 minutos, dependiendc del sustrato en el que se
encontraran, siende entre 20-45 minukos en perlita y 60-20
minutos. en tierra-perlita Cl:1).

Al medir %a variacién del CRA durante la recuperacién de
plantas marchitas sembradas en .perli!.a. se observé que a los 30
minutos las plantas habian recuperade su CRA normal y su

apariencia también indicd la recuperacién (fig. [=> N Este
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regbablecimenba presentd una forma lineal hasta un CRA de 0.88,
en donde se estabilizé. Como se explicé anterirormente, este valor
puede considerarse como el CRA normal para plantas bien regadas.
Es importante seffalar que la recuperacién de una planta en
campo depende del grado de dalo en su sistema radical durante la
sequia y de la disponibilidad de agua que ofrezca el suelo, ya que
un suelo arcilloso va a‘. L;ner menor disponibilidad de agua que un

suelo arencso.

6.5 Inicio de dano celular.

Una forma de saber el momento en que un tejido pierde la
posibilidad de wvolver a rehidratarse a su mayor capacidad, es
caleulando el déficit de resaturacién de agua C(DRAD Céa!.sk;'.
10740,

Para esto se dejaron secar a diferentas tiempos, discos
previamenie saturados y se rehidrataron determinando el CRA y el
DRA alcanzado.

Sa obtuvo la cinétieca de deshidratacién Cfig, 10D en la que
se observa una disminueidn muy drastica del CRA en los primeros 10
minutos, después 1 a tasa de deshidratacién disminuys
apreciablemente, llegando a ser lineal a partir de los 25 minutos.

A los valores comprendidos en el intervalo de 25 a 60 minutos
s@ les hizo un analisis de regresiédn lineal, con el que se obtuvo
la siguiente ecuacidn: .

CRA = -0.00368 t + 0L6112
con n = 20 y r = 0.8705. El punto donde se pierde la tendencia
lineal de la curva (fig. 10d es alrededor- de 0.51 de CRA, el cual

probablemente corresponda al punto de pérdida de turgencia del
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Fig. 10 Cinética de deshidratacién de discos de 4.
hypochondriacus L. Los discos fueron salurados, puestos

a secar Y rehidratados, calculando los CRA

correspondientes. Cada punto es el promedico de dos

determinaciones con 4 discos cada una.

tejido. Esta deduccidén se realizd con base a los resultados
obtenidos por Richter (1878k) y Flower y Ludlow (16863, quienes
haciendeo estudios de la cinética de deshidratacién, midiendo
tanto ¥ como CRA, demostraron que ambos disminuian en forma
semejante y que en el momento en gue la curvas adquieren una
tendencia lineal, el tejido ha perdido turgencia. Debide a que no
se contd con el‘aparatc apropiado para medir el ¥ (psicrémetros o
bomba de presidnd, no se pudieron correlacionar los valores de CRA

con el ¥ al cual los tejidos de esta especie plerden su turgencia.



“t

Contanldo relative de agua

Deficit de resaturacion do ogua

Fig. 11 Determinacién del punto de inicio de dafio
celular en A. hypochondriacus L, empleando el déficit de
resaturacién de agua. <Cada punto corresponde a Lla
medicién de cuatro discos de hoja. La intersecciéon de

las rectas indica el punto de iniclo de dafo celular.

Para la det.ermina:;:ién del punto de inicio de dafio celular se
graficaron los datos de DRA contra CRA obteniéndose dos grvupos
completamente diferente=s (fig. 11D y con poca dispersién Ctabla
33. Al trazar las rectas calculadas mediante el analisis de
regresién lineal, se interseclaron en 0.42 de CRA y O0.08 de DRA,
lo'que indica que en este valor las células del amaranto comlenzan
'a.tener dafo celular y que a valores mencres de CRA el dafio es
mayor.

En la determinacion del punto de inicio de dafio celular deben
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Tabla 3. Datos de la regesié&n obtenida en la determinacién
del punto de inicio de dafio celular en A. hypochondriacus.

CRA m b r
0.9 - 0.4 -0.1857 0.16086 - 0.8513 ~
0.4 - 0.0 -1,5473 0. 7328 0. 9762

Interseccién de ambas rectas 0. 4202 CRA

usarse discos de hoja debido a2 que, al emplear hojas completas,
ocurre un daffo diferencial del tejido. Este comienza al secarse la
.parte distal de la hoja hasta llegar a la parte proximal, a
diferencia de lo que ocurre en discos en donde el dafio. es
homogéneo.

P&r otra parte se ha definide que el punto de inicio de dafio
celular para la mayoria de las especies, se encuenira entre 0.05 y
0.15 de DRA y que puede usarse el 0.1 como valer fijo para
considerar el CRA al que se produce el dafio celular Ccatsk)'l.
1974>. El wvalor obtenido en este estudic se encontré dentro de

este rango.

6.6 Relacion entre el Peso en turgencia maxima
Y el Peso seco.

La relacién Pt y Ps se ha manifestado como una medida de la
iﬁfluencia que puede tLener la acumulacién de osmolitos en el
ajuste osmético (Wilson y Ludlow, 1983a; Flower y Ludiow, 1988),
mediante el cociente entre estos dos parametros. En plantas
sembradas en campo no se han encontrado diferencias en este
cociente (Wilson y Ludlow, 15683a) séle en aquellos cases en los
que se ha afadido fertilizante en gran proporcidn (Wilson Yy

Ludlow, 1983b). En el presente trabajo se ha considerado que el
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aporte de la slnLes:is de metabolitos durante‘ el ajuste osmético es
de poca importancia para detectar un incremento en el Ps, por lo
que se pudo establecer una relacién directamente propercional

entre Pt y Ps.

6.6.1 Establecimiento de la curva patrén, para peso en
t.urgenc.i; y;éxima Y peso seco.

Como anteriormente se definié a un CRA menor de O.42 ya
existe un impedimento para que el tejido llegue a restablecerse
después de un déficit de agua. Existe la posibilidad de que los
CRA obtenidos por debajo de este valor no sean correctos ya que el
Pt alcanzado por el tejido daMado, es menor que el que lograria si
no tLuviera dafio Cfig. 11>. Por consiguiente para conocer los
valores de PL del tejido si no tuviera dafio seria necesario
emplear una curva patrén entre FL y Ps.

(Se graficéd Pt y no PL-Ps debido a que con un rearreglo
matemitico [apéndice 2] la pendiente obtenida en la relacién.
CPL-Ps)/Ps para determinar exclusivamente el agua absorbida por
cada grame de pesc seco se obtiene:

m - i F mz-
siendo m1 la pendiente de la retacién Pt/Ps y mz de la CPtL-PsD/Ps
sin que la ordanada a) origen =sa vea afectada, ademis de que al
calcular en algin momento el Ps o PL se tendria que volver a sumar
el Ps, por lo que se dejé como Pt/Psd.

Para el establecimiente de la curvé. patrén se consideréd gque
podrian existir. diferencias entre las distintas etapas de
crecimiento de las plantas. Por lo cual se compararon plantas de

edades distintas entre 43 y 103 dias de edad. Se utilizé la prusba
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Tabla 4. Variacién de la pendiente de la relacidn Pt Ps
en plantas de 4. hypochondriacus L. a diferentes edades de las
plantas. :

Edad Cdias) Pendiente Ordenada al Coef. Corr.
Origen :
43 7.3195 =Q. 00086 0.9953
60 7. 2451 -0. 00316 0. 9042
73 7.3346 -0. 00260 0. 9883
74 7.5961 0. 00276 0. 9874
80 8. 8558 0.01223 0. 9909
87 7.1148 0.03880 0. 9887
=V 7. 3860 0. 03720 ©O. 8936
103 5. 7393% 0.03720 Q. gg62

® Estadisticamente diferente con un nivel de confianza de 95%
usando la prueba t de Student. o s

de t de Student para definir si habia o no diferencias entre las
pendientes obtenidas en cada caso (tabla 4. 7

Se encontré que con el 95% de confianza no hube diferencias
entre las pendientes en el intervaleo de 43 a 94 dias de edad, sin
embargo a los 103 dias si{ hubo diferencia estadistica, debido
probablemente a que las plantas se encontraban floreciendo, lo que
Pudo provocar un cambio fisioldgico en las hojas y disminuir su
capacidad de absorcitn de agua.

Al juntar los datos para establecer una sola relacién PL/Ps
(de 43 a G4 diasd se obtuve la sigulente ecuacién Eorrespondiente
a la fig. 12:

Pt = 7.3501 Ps i

r = 00,9830 . n = 196

Quedando asi establecide que es posible determinar el CRA Aa

hojas © de discos considerando tinicamente su peso inielal y +su
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Fig. 12 Curva patrén de peso en turgencia maxima y
peso seco, de A. hypochondriccus L. Se utilizaron tante

discos como hojas en su realizacion.

pese seco. Esta ecuacién puede aplicarse para estimar el Pt tanto
en hojas con o sin dafio celular en el intervalo de O a 0.08 g de
peso seco.

Debe tenerse cuidado al utilizar esta relacién ya que hay
factores que la afectan, tales como fetilizantes en altas
concentraciones (¥Wilson y Ludlow, 1983b) o el estado fenolégico de

la planta,
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6.6.2 Usos de la relacion PtsPs.
6.6.2-1 Determinacion del punto de marchitez permanente
de la planta.

Una planta de A. hypochondriacus L. que se encuentre en un
CRA por debajo de 0.42 podra recuperarse, siempre y cuando las
células que permanezcan vivas sean capaces de restablecer el dafio
causado por la sequia. De aqu! que se haya supuesto que el PMPP se
encontraba por debajo del punto de inicio de dafo celular. Para
determinar’ el PMPP se midi® el CRA de plantas que se encontraban
en sequia severa, evaluando aquellas que eran capaces de
recuperarse al ser regadas.

Para esto se usaron dos hojas por planta midiendo el CRA de
cada una de las hojas y se cbservé si la planta era © ne capaz de
recupérarse. -

A cada valor experimental de CRA se le correlaciond uno

" calculado tusahdo la ecuacién 1 para estimar el Pt cerrespondiente.
Los datos de CRA obtenidos se graficaron separando las plantas
recuperadas de las no recuperadas formando dos. grupos, Los
resultados de CRA se ordenaron de menor a mayor considerando el
CRA obtenido experimentalmente (fig. 13D.

Aunque 1los valores calculados de CRA permiten separar
claramente la poblacidn estudiada en dos grupos (las que se
recuperarcn y las gque nod cuyo limite es 0.28 de CRA, los datos
experimentales no permiten hacer esta diferencia. En este caso la
pablacién ‘puedé dividirse en tres grupos, el primero, cuyos
valores de CRA son menores a 0.28, correspondientes a plantas que

no se recuperaroh; el segundo grupo de 0.28 a 0.37 que comprende
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Fig. 13. Determinacién del punto de marchitez
permanente de la planta en 4. hypochondriacus L.Llos
datos se acomedaron en orden creciente considerando los
valoeres exparimentales. Los CRA caleulades se obtLuvieron

evaluando el Pt con la ecuacidén 1.

tanto plantas recuperadas como no recuperadas y el tercero de 0.37
en adelante, correspondiente a plantas que se recuperaron.

De lo anterior se desprende que es mas conveniente emplear la
curva patrdn para estimar el CRA, en plantas bajo condiciones de

sequia severa, puesto gue asi no se sobrevalua.

6.6.2.2 Para estudiar los efectos del PEG como agente
inductor de sequia.

Se hicieron pruebas con PEG para determinar la cinética de
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Fig. 14 Disminucién del CRA de hojas de A
hypochondriacus L. previamente saturadas (24h en agua y
obscuridad) y puestas en una solucién de PEG 6000 al
2. 5% (~-8MPa) a deshidratarse.Cada simbolo correspaonde a

una hoja diferente.

pérdida de agua en hojas de A. hypochondriacus L. Inicialmente las
hojas se saturaron durante 24 horas y se pusiercon en PEG al 2.5 %
(~ -5 MPad se observd una ligera disminucidn del CRA de 1 a 0.87
(fig. 14D,

La cinética de pérdida de agua econ este tLratamiento
permitiria realizar estudios metabdlicos con CRA mayores de 0.9 y
en un tiempo menor de seis horas. Sin embargo se considerd que
este lipo de esludio no era conveniente puesto que las hojas ya
tenian 24 h de haber sido separadas de la planta, lo cual podria

inducir un comportamiento no natural.
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Fig. 185, Cinftica de deshidratacidén de -hojas de 4.
hypochondriacus L. puestas a secar al aire, puestas a
secarse en las mismas condiciones que las hojas dejadas

en PEG.

Para evitar lo anteriormente sefaldo se dacidié usar hojas
directamente cortadas de la planta y puestas a deshidratar en PEG
al 2.5%. Esto presentd un problema, ya que se desconocia el PL de
cada hoja, por lo gque se usaron dos formas para calcular el PL y
por lo tanto el CRA.

La primera consistié en calcular el PL usando la ecuacién 1.
Y la segunda, .en base a la sigulente férmula:

donde Pt corresponde al peso en turgencia mixima de la hoja en

estudio y CRAi al promedio de l1a medicién de dos hojas de la misma
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planta, Este es posible realizarlo ya dque com; se demostréd
previamente (fig. 6 a, b, ¢ y 7 a) en plantas con riego adecuado,
no hay diferencias notorias en los valores de CRA entre las hojas.

Ahora bien, para comparar la forma de deshidfatacién de las
hojas en soluciones de PEG, se dejaron secar hojas al aire, unas
se cubrieron y otras no. La cinélica de deshidratacién de las
hojas fue similar cuando se secaron al aire (fig. 15) que cuando
se dejaron en PEG (figs. 16 y 17), lo que permite pensar que el
PEG no proveca alteraciones en la deshidratacién que puedan ser
distinguibles con este método.

Como se puede observar (figs. 16 y 17), en la mayorfia de los
casos existe una diferencia entre los CRA obtenidos por ambos
métodos., Sin embargo se observa que casi todas las heojas siguen la
misma forma de pérdida de agua, lo que indica que es posible
empleér ambos métodes ﬁara madir la variacién del CRA.

Las diferencias que se enconiraron entre el CRA en las hojas
en PEG cubiertas (fig, 18) y sin cubrir (fig. 17>, se debe a que
Aas hojas dentro de la bolsa de poliestileno saturaron con cierta
rapidez el ambiente que las rodeaba. Considerando observaciones
Hechas en el laboratorio existe la posibilidad de que en esas
hojas se dé un ajuste osmético a un CRA de 0.75 a 0.70. Esto mismo
pudo haber sucedido con las hojas que no se cubrieren pero a un
CRA menor €O0.60). Mas adn, hubo algunas en las que no Se presentd
un ajuste osmético, esto se aprecia porque el CRA no tiende a
estabilizarse sino que continua descendienda.

Este compa;tamiento esta acorde con lo descrito por Flower y
Ludlow (19883, quienes observaron que en plantas con una velocidad

menor en la pérdida de agua, existf{a un mayor ajuste osmdtico. -
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También se observd que a pesar de que las hojas se
encontraban en una solucidén con el mismo potencial de agua, no
llegaron al mismo CRA, existiendo la posibilidad de que no hayan

logrado el mismo ¥,

6.7 Relacion PLPs en otras especies vegetales.

Se compararon las relaciones PL/Ps de 4. caudatus, A.
hypochondriacus L, Triticun aestivum L y Zea mays L . con el
propésito de saber si eran semejantes entre ellas © si estaban
relacicnadas con la eficiencia en el uso de agua de cada una.

Se observw que existieron diferencias entre las cuatro
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También se cobservé que a pesar de que las hojas se
encantraban en una solucidén con el misme potencial de agua, no
llegaron al mismo CRA, existiendo la posibilidad de que no hayan

logrado e} mismo W.

6.7 Relacion PL/Ps en otras especies vegetales.

Se compararon las- relaciones PL/Ps de A. caudatus, A
hypochondriacus L, Triticun aestivum L y Zea mays L . con el
propésito de saber si eran sémejanhes entre ellas o si estaban
relacionadas con la eficiencia en el uso de agua de cada una.

Se observé que existieron diferencias entre las cuatro



especies (Fig. 18). Estas diferencias en la capacidad de toma de
agua representada por la pendiente de la relacidn Pt Ps, no
pudieron asociarse directamente con la eficiencia en el uso de
agua. .

Con lo anterior se demostrs que la cantidad de agua absorbida
por gramo de peso Seco no es constante para Lodas las especies.
Aunque Una especie pueda presentar una capacidad de toma de agua
caracteristica, comc se ha demostrade anteriormente, existe la
posibilidad de que este valor cambie segin el estado fenolégico de
la planta. »

Dicho de otra forma, la absorcién mixima de agua depende de
la especie y de su estado de desarrollo y debido a que no es
constante, debe hacerse una curva patrén para cada unc de ellos,
si se desea hacer una estimaciédn del Pt cuando exista dafo

celul a.r .



' 7. Conclusiones.

1.~ Para plantas de 4. hypochondriacus L. de 40 a 80 dias de
e;iad. el peso en turgencia maxima se alcanza a 4 h para discos y 6

h para hoja completa, a 25 °C y en obhscuridad.

2.- En las condiciones experimentales establecidas, el
crecimiento celular durante la saturacidén puede ser despreciado en

la medicién del contenide relativo de agua para esta especie.

3.- Al igual que otras especies, 4. hypochondriacus L. tiende

a proteger la zona apical (y meristemiticad de la falta de agua.

4. - Mientras el sistema radical de plantas 4. hypochondriacus
L. no tenga daffos severos y no disminuya el contenido relativo de

agua de 0.28, se recuperin de un estado de sequia.

5.~ La pérdida de turgencia de los tejidos foliares de esta
especie se anctuentra alrededor de 0.51 de contenido relativo de

agua.

6.~ Se definiéd el punto de inicio de dafo celular en O. 42 de

contenido relativo de agua.

7.~ El contenido relativo de agua no puede ser medido

eficientemente cuando exi s(e dafio celular.

8.- Es posibla usar la curva patrén peso en turgencia maxima

contra peso seco para conocer los valores del contenido relativo

{55]
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de agua que se encuentren por debajo del punto de inicic de daRo

celular.

8. - Se sugliere que se¢ hagan estudios en campe para determinar
si el punte de inicio de dafic celular correspeonde al contenide
relativo de agua en el que un cultivo pueda disminuir su

producecidn o perderse,

10. - La cinética de deshidrataciédn de hojas con
polietilenglicol es similar a la que presentan las hojas

deshidratadas rapidamente al aire.
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APENDICE 1

La solucién nubriliva usada en el desarrollo de las plantés ,‘
de A. hypochondriacus L. tipo azteca, fue la siguiente:

Compuesto . Concentracién (M
KNOa 0. 005
CaCNOsd2z 0. 005
MgSO4 0. 002
KHzPOu« 0. 001
Cppmd
MnClz 4H20 0. 500
H3BO« 0. 400
ZnClz 0. 070
CuCla2 2Hz20 0.011
NazMoOs 2H20 C.010
FeClas BH20 2. 420

Na<EDTA . 2.610




APENDICE 2
Demostracién da ms — 1 = m2
Se sabe que:
_ vt - yz coo . i o
™% o-x2 ) E E Fi?
siendo i
- €0
y "z
CBY

entoneces al sﬁstiLulE 2'y 3 en 1 se tiene:

CPL1-Pssd - CPLz-Ps2)
Psi1 - Ps2

‘mz =
reagripando Lérminos

_ Pts — Ptz. - CPsa - . Ps2)-
Pss ~ Psa2

o Pla .- Ptz
Psa - Psz’

y como

Se tiene entonces quei
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