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LAS CURVAS PRESION-VOLUMEN COMO METODO PARA EVALUAR LA CAPACIDAD DE AJUSTE
OSMOTICO EN HOJAS DE MAIZ Y GIRASOL

Alfonso Pefia Ramos' y Victor A. Gonzélez Hernandez?

RESUMEN

El ajuste osmGtico es un importante mecanismo de tolerancia a sequfa en plantas,
cuya deteccidn requiere conocer los potenciales osméticos y de turgencia a diversos
grados de deshidratacion del 6rgano vegetal de interés. Dado que la técnica de cur-
vas presidn-volumen permite determinar tanto el potencial osmdtico como el de turgen-
cia, el objetivo del presente estudio fue evaluar la capacidad de dicha técnica para
detectar ajuste osmGtico en hojas inmaduras de plantas del mafz y de girasol someti-
das a una deficiencia progresiva de humedad edifica, mediante el uso de una camara de
presion. En ambas especies se observé que conforme se acentuaba el déficit de agua,
los potenciales osméticos a iguales contenidos relativos de agua se abatieron gradual
mente, y que la pérdida de turgencia se alcanzaba a potenciales hidricos cada vez mas
bajos; lo anterior indica que el mafz y girasol presentaron ajuste osmético, siendo
este fendmeno de mayor magnitud en girasol. Se concluyé que la técnica de curvas pre
sién-volumen es efectiva para detectar ajuste osmético en hojas, aunque sélo pueden
medirse pocas muestras a la vez. Ademis, Ta técnica permitid estimar la fraccidn de
agua ligada al apoplasto y el médulo de elasticidad de las paredes celulares.

SUMMARY

The osmotic adjustment is an important mechanism for drought tolerance in plants.
Its detection requires measurements of the osmotic and turgor potentials at several
degrees of dehydration in a plant organ. Since the pressure-volume curves allow
estimations of both the osmotic and turgor potentials, the main purpose of this study
was to evaluate the capacity of this technique to detect osmotic adjustment in inmature
leaves of maize and sunflower plants subjected to a progressive soil water depletion,
by using a pressure bomb. It was observed, in both species a gradual reduction in the
values of leaf osmotic potential for equal relative water contents, and that the loss
of leaf turgor was reached at decreasingly leaf water potentials, as the soil moisture
decreased. These results show osmotic adjustment in both maize and sunflower young

leaves, the magnitude of which was larger in sunflower than in maize. It was concluded
that the technique of pressure-volume curves is effective to detect osmotic adjustment
in plant leaves, even thought the szmple size is small. In addition, this technique

allows to make estimations of the apoplastic water and the elasticity module of the
sample.
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INTRODUCCION

Un importante mecanismo fisioldgico de tolerancia a sequfa en plantas es el ajus
te osmético, el cual consiste en el mantenimiento parcial o total de la turgencia ce-
lular a pesar de la deficiencia hidrica del tejido. Ello se debe fundamentalmente a
que en éste ocurre acumulacidn activa de solutos ocasionando que su potencial osméti-
co descienda en forma paralela al abatimiento del potencial hidrico inducido por la
deficiencia de agua, de manera que el tejido conserva su presién de turgencia por a-
rriba de cero (Turner y Jones, 1980). La deteccién de este mecanismo, en consecuen-
cia, requiere hacer mediciones sucesivas del potencial hfdrico y sus componentes con-

forme el déficit hidrico se acentlia en el 6rgano o tejido.

Una técnica para estudiar las relaciones internas del agua en las plantas consis
te en obtener curvas de presidn-volumen, con las que se pueden estimar tanto el poten
cial osmético como el potencial de turgencia de una muestra vegetal en una ampfia ga-
ma de grados de hidratacién, que van desde la turgencia completa hasta una marchitez
avanzada, pasando por la plasmélisis o marchitez incipiente. Estas curvas también
permiten estimar la proporcidn de agua retenida en los microcapilares. del apoplasto
(agua apoplastica), con la cual a su vez se puede estimar el médulo de elasticidad de

la pared celular.

Por tanto, en plantas con capacidad de ajuste osmético seria de esperarse que
ocurrieran cambios graduales en los potenciales osméticos e hidricos correspondientes
a cada valor de contenido relativo de agua conforme avanza el grado de deshidratacion
en la planta. Es decir, se esperaria obtener una familia de curvas presién-volumen
si cada una se construyera a partir de muestras obtenidas a diferentes intensidades

de sequfa.

Para probar la hipdtesis anterior, en el presente estudio se examinaron las re-
iaciones de agua en laminas foliares del hibrido de mafz H-204 y de la variedad de
girasol Victoria, sujetas a deficiencias progresivas de humedad, mediante curvas pre-

sién-volumen obtenidas con datos de una camara de presidon tipo Scholander.

. REVISION DE LITERATURA

El parametro mds conveniente para cuantificar deficiencias de agua en las plan-
tas es el potencial hidrico (¥), porque representa la actividad del agua en los te-
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jidos. Por lo mismo, el ¥ puede ser dividido en tantos componentes como factores ha-
ya que alteren dicha actividad (S1atyer, 1967). Es comidn dividir el ¥ en dos compo-
nentes: el potencial osmético (m, debido a la presencia de solutos) y el potencial de

presién o de turgencia (P, debido a la presion hidrostitica), de manera que: ¥ = w+P.

Otro parametro muy utilizado en estos estudios es el contenido relativo de agua
(CRA) :

CRA = Peso fresco - Peso Seco

= 10
Peso turgente - Peso Seco x 100

el cual representa la proporcidén de agua en el 6rgano o tejido en relacién a la ma-
xima posible (turgencia completa); entonces, la diferencia: 100 - CRA, estima el dé-
ficit de saturacidén de agua en el érgano, o sea su déficit hidrico (Milburn, 1979;
Kramer, 1980).

Segdn Jones y Turner (1978), la técnica de curvas presidn-volumen (P-V) consiste
en medir el ¥ de un 6rgano a CRA's decrecientes, o a vollmenes crecientes de savia
extraida del 6rgano. Cuando estas curvas expresan la relacién entre el inverso del
potencial hidrico (1/¥) y el CRA de una hoja, es caracteristico que todos aquellos
puntos en donde la turgencia celular es cero ({.e.: P = 0) se unan por una lTnea rec-
ta, y por ende en todos ellos el ¥ y el m son exactamente equivalentes para un CRA
dado (Scholander et al., 1965).

De acuerdo al andlisis tedrico de Tyree y Hammel (1972), la tasa de cambio de T
al variar el CRA permanece constante en el protoplasto sin importar el grado de des-
hidratacién, supuestamente porque el producto presion por volumen permanece también
constante. En consecuencia, en una grafica de 1/¥ vs CRA (Fig. 1) la intersecci6n de
la 17nea recta con el eje 1/Y¥ estimard el potencial osmético a turgencia completa
(m 00); el punto donde la curva se une con la recta estimard el potencial osmético a
cero turgencia (mo, equivalente a plasmlisis o marchitez incipiente); y la intersec-
cién con el eje CRA estimard la cantidad de agua apoplastica, la que a su vez permi-

tird calcular el médulo de elasticidad (E).

La utilizacién de esta técnica se ilustra en la Figura 1, la cual muestra la cur
va de presidén-volumen obtenida por Gonzilez-Hernandez (1982) con hojas maduras de sor
go, trazada con los reciprocos de potenciales hidricos foliares (1/¥) y sus respecti-
vos CRA. A turgencia completa, o sea a 100% de CRA, el potencial hidrico foliar %190

alcanza su maximo valor que es cero y el potencial osmético estd marcado por el punto
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Figura._1  Curva de presién - volumen de hojas maduras de sorgo (adaptada de Gonzélez_Herndndez,

1982), ilustrando su uso para estimar T y P a distintos contenidos relativos de agua.
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T oo, de manera que la correspondiente presién de turgencia (Pigo) tiene que ser
igual amo pero de signo contrario, puesto que Moo+ Piooa = 0. Al llegar a plasméli-
sis incipiente (Pl), o sea cuando la turgencia llega a cero, tanto el potencial hi-
drico foliar (¥y) como el potencial osmético (mg) quedan indicados por el punto T,
ya que a partir de Pl ambos valores son exactamente iguales. La fraccién de agua li-
gada al apoplasto queda definida por el punto AA. Una descripcidn mas detallada de

las curvas P-V, y de la forma de obtener los datos, es dada por Turner (1981).

La técnica de las curvas P-V ha sido utilizada ampliamente en el estudio de las
relaciones hidricas de las plantas y en la caracterizacién de genotipos tolerantes
a sequia. Ejemplo de ello lo presentan Jones y Turner (1978), quienes encontraron
que una deficiencia de humedad alteré la relacién entre el ¥ y el CRA en sorgo. Es-
tos autores observaron que para un mismo ¥ las plantas bajo sequfa mostraron CRA mis
altos que las plantas bajo riego, y que bajo sequia el m o resultd significativamen-
te menor que en riego, lo cual implicé un incremento significativo en la turgencia; es
decir, hubo ajuste osmético. La deficiencia de humedad ocasiond también una reduc-
cién del ¥ a cero turgencia, punto que es fisiolGgicamente importante debido a que
estd relacionado con el cierre estomatal. Similarmente, Ike y Thurtell (1981) en yu-
ca y Campbell et al. (1979) en trigo, determinaron que el Ty y el T oo sufrieron una
reduccidn significativa por efecto de la sequfa. Jones y Turner (1978) e lke y Thur-
tell (1981) concuerdan en que esta respuesta es ventajosa en las plantas, debido a
que les permite mantener la turgencia, evitar el cierre estomatal temprano y la reduc

cion de la fotosintesis vy continuar creciendo en perfodos cortos de sequia.

En relacidn al mddulo de elasticidad (E), se ha considerado que éste permite in-
ferir sobre el grado de rigidez de la pared celular y la respuesta que puede tener
una planta a deficiencias de humedad. Los incrementos en E por efecto de sequia
({.e.: decrementos en la elasticidad de los tejidos) han sido interpretados como ca-
racteristicos de tolerancia a sequia (lke y Thurtell, 1981; Johnson et al., 1984),
dado que permiten a la planta mantener su turgencia a potenciales hidricos mas bajos.
Jones y Turner (1978) encontraron que un genotipo de sorgo exhibié decrementos en
elasticidad de la pared celular al incrementarse el déficit de agua, lo cual se tra-
dujo en una mayor reduccién del potencial osmético. Algo similar encontraron Coyne
et al. (1982), quienes agregan que el CRA de plantas con paredes celulares rigidas
fue mayor a cero turgencia que el de plantas con paredes celulares mis eldsticas.
Campbell et al. (1979), en cambio, sefialan que el médulo de elasticidad fue insensi-

ble al efecto de ambientes hidmedo y seco, en dos variedades de trigo.
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Respecto a las curvas P-V, Hellkvist et al. (1974) coinciden con otros autores
al sefialar que son Gtiles para determinar el potencial de solutos; sin embargo, ad-
vierten que la técnica es lenta y dificil para realizar suficientes determinaciones
con las cuales describir los cambios en las relaciones de agua en el tiempo y posi-
cién en el dosel de la planta; por ende, también resulta poco practica para evaluar
grandes poblaciones de plantas por su tolerancia a la sequfa, a menos que la técnica

pueda modificarse (Frank et af., 1984).

MATERIALES Y METODOS

Se usaron en el estudio al hibrido H-204 de mafz (Zea mays L.) y a la variedad
Victoria de girasol (Helianthus annus L.), pues ambos cultivares han resultado sobre-
salientes en condiciones de campo cuando la precipitacién pluvial es reducida. La
siembra se hizo a principios de Febrero de 1985 en macetas (planta/maceta) con capaci
dad para 11 kg de suelo seco, el cual era de textura franco-arenosa y cuya curva de
retencién de humedad fue determinada en el Laboratorio de Fisica de Suelos del Colegio
de Postgraduados (C.P.). El experimento se condujo en un invernadero de polietileno

del C.P., en Montecillos, México.

Antes de ser sometidas a sequfa, las plantas fueron regadas cada tercer dfa con
una solucién nutritiva completa (Gonzalez-Hernéndez, 1982) hasta los 50 dfas de edad,

procurando mantenerlas a un potencial de agua cercano a capacidad de campo (-0.03 MPa).

Al cumplir esa edad, cuando el mafz tenfaen promedio nueve hojas liguladas y el
capftulo del girasol empezaba a ser visible, se determinaron las primeras curvas pre-
sidn-volumen en una planta de cada especie. En ese dia, el potencial de agua del sue
lo fue de -0.03 MPa (tratamiento testigo), ya que el dia anterior se regaron por al-
tima vez las plantas para que durante la noche las hojas lograran una alta hidratacidn.
Por la mafana (7:00 AM) se corts una hoja inmadura a cada planta haciendo el corte de-
bajo del agua, dejando la hoja inmersa por dos horas para llevarla a turgencia comple-
ta; luego cada hoja se extrajo, se le elimind el exceso de agua, inmediatamente se
pesd en una bascula de 0.01 g de precisién y se determinG enseguida su potencial hi-
drico (¥) con la cdmara de presién. Esta contenfa en su interior una franela himeda
para evitar una deshidratacidn excesiva de la muestra. Nuevamente se pesdé la hoja y
se determind su ¥. El procedimiento se repitié de 12 a 14 ocasiones; las lecturas i-
niciales fueron continuas una tras otra, mientras el ¥ mostraba descensos notables vy

cada vez menos frecuentes, cada 15 a 30 minutos, cuando el ¥ mostré reducciones peque
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fas ({.e.: cuando se pierde la turgencia en el tejido). Finalmente, las hojas se lle

varon a peso seco constante en un horno de secado.

Se calculé el contenido relativo de agua (CRA) para cada punto donde se midid el
¥; para ello se considerd el valor del peso de la hoja a completa turgencia, el peso
fresco de la hoja en cada medicién y el peso seco de la misma. El peso de la hoja a
completa turgencia se estimé por extrapolacién a un ¥=0 (Figura 2), segin lo indi-
can Campbell et al. (1979).
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Figura 2. Peso fresco de la hoja en funcién del potencial hidrico, y extrapolacion a
cero potencial de agua para obtener el peso de la hoja a turgencia comple-
ta.

A los 62 y 67 dias de edad se realizaron otras mediciones similares a las ante-
riores, siguiendo el procedimiento descrito. El potencial hidrico del suelo en las
macetas de maiz fue de -0.40 MPa a los 62 dfas, y de -1.50 MPa los 67 dias, mientras
que en las de girasol fue de -0.73 y -1.50 MPa, respectivamente. La tension de hume-
dad del suelo se determiné extrayendo una muestra de suelo de la parte media de cada
maceta, de la cual se obtuvo su porcentaje de humedad y se calculd su ¥suelo equiva-
lente en funcién de la curva de retencién de humedad.
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De esta forma se definieron tres tratamientos correspondientes a tres niveles
de humedad: tratamiento So (50 dfas, sin sequfa), tratamiento S; de sequia (12 dfas

sin riego) y tratamiento S, de sequia (17 dfas sin riego).

Con los inversos del potencial hidrico (1/¥) y los contenidos relativos de agua
(CRA), se trazaron las curvas P-V para cada planta en cada tratamiento de humedad; en
éstas, se estimbé el potencial osmético a completa turgencia (m100) y a cero turgencia
(mo), el CRA a cero turgencia (CRAo), el agua apopléstica ligada a paredes celulares
y el médulo de elasticidad (E) a 100% de CRA. Este Gltimo se calculé usando el méto-
do de Wilson et al. (citado por Johnson et al., 1984), cuya férmula es:

E = P100 (CRAo/CRAloo = CRAo) (1)

donde P1gg es el potencial de turgencia a un CRAj g, Y equivalente al T o pero de sig

no contrario.

Finalmente, por diferencia entre los valores de ¥ y m determinados en cada curva,
se estimé el potencial de turgencia (P). Con las grdficas de m vs CRA y de P vs b4

se examiné la capacidad de ajuste osmético del maiz y el girasol.
RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas P-V resultantes para cada una de las plantas y de los tratamientos
(Figura 3) muestran la forma tipica de todas las curvas P-V (Tyree y Hammel, 1972;
Turner, 1981; lke y Thurtell, 1981). Algunas de ellas tuvieron un reducido ndmero de
puntos antes de alcanzar la regién rectilinea, lo que en cierta medida ocasioné difi-
cultad para definir el punto de pérdida de turgencia (L.e.: el punto donde la linea
deja de ser curva para continuar en trazo recto); de ahf que para mayor precisidn de
este punto, se requieren mids mediciones de ¥ y CRA en la muestra, como lo sugieren

Hellkvist et al. (1974).

Los tratamientos de sequfia progresiva (So, S1 Yy S,) permitieron diferenciar una
familia de curvas en orden decreciente en las dos especies (Figura 3). Esto signifi-
ca que el potencial osmético, para un mismo CRA, disminuye conforme se incrementa la
sequia (Figura 4). La disminucién en potencial osmético fue mas pronunciada a cero
turgencia (mo) que a completa turgencia (mioo) y mds en girasol que en mafz. En gi-
rasol, el mo en plantas testigo So fue -0.9 MPa; en el tratamiento Si1, -1.15 MPa y
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Figura 3. Curvas de Presidn-Volumen en respuesta al secamiento progresivo del suelo
y estimacién del potencial osmético mediante extrapolacidn de la' linea
recta al eje 1/V.

en el Sz, -2.1 MPa. En mafz, el my solamente pasé de -0.75 MPa, en las plantas testi-
go So,a -1.05 MPa en el tratamiento S2. Estos resultados indican que tanto en girasol
como en maiz ocurrié ajuste osmdtico, siendo de mayor grado en girasol (con -1.2 MPa)
que en maiz (con -0.3 MPa). Lo anterior sugiere una mayor tolerancia a sequfa del gi-
rasol, considerando que el ajuste osmético tiende a mantener la turgencia de las plan
tas y con elloaprolongar los procesos fisiolégicos bajo condiciones de sequfa (Mor-
gan, 1984).

La magnitud del ajuste osmético presentado aqui para el girasol, se ubica dentro
de los valores encontrados por Jones y Turner (1978) en sorgo, y por Johnson et al.
(1984) en trigo. En cambio, en yuca, lke y Thurtell (1981) determinaron valores de

ajuste osmético menores a los obtenidos aqui para mafz.

Como consecuencia del abatimiento en los valores de m ¢gq Y Mo por efecto de la
deficiencia de humedad progresiva, la relacién entre el potencial de turgencia (P) y
el potencial hidrico (¥) también sufrié cambios (Figura 5), ya que para cada valor

de ¥ se observé un mayor P conforme se acentué la deficiencia de humedad. Ademas, al
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acentuarse la sequia, el punto de pérdida de turgencia (P = 0), se alcanzé cada vez
a potenciales de agua mis bajos. En girasol, cero turgencia ocurrié a un valor de ¥
de -0.9 MPa en el tratamiento testigo Sp; de -1.35 MPa en el tratamiento S; y de
-2.09 MPa en el tratamiento S;; mientras que en mafz, el punto de cero turgencia se
modificé poco (pasé de -0.8 MPa en Sy a -1.08 MPa en Sp). El comportamiento anterior
ha sido considerado por algunos investigadores (Jones y Turner, 1978; lke y Thurtell,
1981) como un mecanismo de tolerancia a la sequia debido a que los procesos fisiold
gicos y morfolégicos dependientes de la turgencia (apertura estomatal, fotosintesis
y alargamiento celular) pueden mantenerse activos a niveles mayores de deshidrata-
cién. De acuerdo con los presentes resultados, el girasol tiene mayor posibilidad de

tolerar sequfa que el maiz.

El incremento de la turgencia a un potencial hidrico igual a cero (CRAjqo) v la
disminucién del potencial hidrico a cero potencial de turgencia (CRAg) por efecto de
la deficiencia de humedad progresiva (Figura 5), dié lugar a que en ambas especies
el médulo de elasticidad (E) practicamente se mantuviera sin cambio (Cuadro 1). Ello
permite suponer que la elasticidad de las paredes celulares no fue un elemento que
haya contribuido al ajuste osmético en mafz y girasol, aunque en sorgo (Jones y Tur-
ner, 1978) y en yuca (lke y Thurtell, 1981) se observé lo contrario. Estos investi-
gadores encontraron que el déficit hidrico originé un aumento en E (menor elastici-
dad de las paredes celulares) que favorecid el ajuste osmético. Sin embargo, al
igual que en el presente estudio, Campbell et af. (1979) tampoco encontraron varia-

cién en los valores de E por el cambio de ambiente, en trigo.

Cuadro 1. Médulo de elasticidad (E) en relacién a deficiencias de humedad progresiva.

Especie Tratamiento Médulo de elasticidad (MPa)
Girasol So (testigo) 1.55
S1 1.57
S2 1.65
Mafz So (testigo) 2.58
S1 2.68
S2 2.69
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En cuanto a la fraccidn de agua apopléstica ligada a las paredes celulares, &sta
se estimd con valores iguales o inferiores al 6% de CRA en ambas especies, mostrando
poca variacion por efecto de la deficiencia de humedad (de 1 a 6% en girasol y de 1
a 3% en maiz, con excepcién de un valor que dié un CRA negativo). En trigo, Campbell
et al. (1979) encontraron valores més altos a los estimados en el presente trabajo
(entre 20 y 30%), y tampoco ocurrié variacién importante por efecto ambiental. Estos
investigadores sefialan que la proporcién de agua apoplastica equivale a una dilucién
similar a la de la savia celular, y por ende, representa el grado de subestimacién en
las mediciones convencionales de potencial osmdtico; dicha fraccién, segin los dltimos
autores, es responsable de la aparente presién de turgencia negativa observada a menu
do en las mediciones indirectas de turgencia de las plantas. De acuerdo con lo an-

terior, es de esperarse que los errores por dilucién de la savia celular en mafz y en

girasol sean menores de 6%.

La estimacion del agua apoplistica a CRA negativos, como sucedié en la medicién
de maiz a -0.4 MPa, pudo ser resultado de efectos de imprecisidn en las pesadas de
la muestra foliar, ya que se utilizé una bascula con precisién de apenas 0.01 g. Se
observé que cuando la muestra de hoja fue pequeia, la balanza no pudo detectar pérdi
das diminutas de agua resultantes de la extraccién continua del jugo celular; esto
posiblemente repercutié en estimaciones erréneas del CRA y en alguna desviacidn de

la curva.
CONCLUSIOHNES

La técnica de las curvas P-V,obtenidas con una camara de presién tipo Scholander,
fue efectiva para detectar diferencias en la capacidad de ajuste osmGtico entre ho-
jas de maiz y girasol cuando las plantas se sometieron a sequfa; aunque por su labo-
riosidad, no es posible medir un alto nimero de muestras. También permitié estimar
convenientemente la fraccidon de agua apoplastica y el médulo de elasticidad de la pa

red celular.

Con esta técnica, el ajuste osmético se distingue por producir una familia de
curvas P-V con potenciales osmGticos decrecientes a turgencia completa y a cero tur-

gencia, conforme las muestras son obtenidas en grados progresivos de sequia edafica.

El girasol mostré una mayor capacidad de reducir su potencial osmético y de man-

tener la turgencia a mis bajos potenciales hidricos que el mafz, al increment:rse la
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deficiencia de humedad del suelo.
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