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RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y MORFOLOGICAS DE Argemone ochroleuca
SWEET AL DEFICIT HIDRICO

Xochitl Ortiz Carbajal, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
RESUMEN

Argemone ochroleuca Sweet, a pesar de tener propiedades de importancia econémica y
medicinal, es considerada una planta invasora. En Texcoco, Estado de México, asi como
en otras partes de México, invade campos de cultivo en barbecho durante el invierno,
cuando la precipitacidn pluvial es escasa (0.2 a 0.4 mm). Por lo tanto, el estudio de los
procesos fisiolégicos y morfoloégicos de A. ochroleuca sometida a déficit hidrico
contribuira al conocimiento de tolerancia y adaptaciones de las especies al aumento de
periodos de sequia proyectadas por efecto del cambio climéatico. El objetivo de la
investigacion fue determinar el efecto del déficit hidrico en la fisiologia y morfologia de
plantas de A. ochroleuca durante la fase vegetativa. El experimento se realiz6 en una
camara de ambiente controlado a partir de semillas germinadas en cajas Petri, las
plantulas fueron trasplantadas en tubos de policloruro de vinilo (PVC) y posterior a 30
dias se separaron en dos grupos: riego y déficit hidrico. Se realizaron seis muestreos
espaciados por siete dias cada uno. El analisis de datos se hizo con un disefio
completamente al azar con cinco repeticiones, las medias se compararon con la prueba
de Tukey (P< 0.05). El potencial hidrico del suelo (Was) en el estrato superior disminuyo
82% ocho dias después de la suspension del riego, asi como la conductancia estomatica
(9s), el potencial hidrico (Wav) y osmotico (W) del vastago. La acumulacion de azlUcares
y prolina aumentaron en relacion con la prolongacion del estrés. El déficit hidrico
disminuy6 el crecimiento del vastago de A. ochroleuca, sin embargo, contribuyé en la
elongacion y engrosamiento de la raiz principal. Se puede concluir que las cualidades
fisiol6gicas y caracteristicas morfolégicas de Argemone ochroleuca Sweet, le permiten
sobrevivir en condiciones de humedad limitada y periodos de déficit hidrico mas

prolongados que los de este experimento.

Palabras clave: chicalote, estrés hidrico, osmoprotectores, plasticidad fenotipica.



MORPHOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF Argemone ochroleuca
SWEET TO HYDRIC DEFICIT

Xochitl Ortiz Carbajal, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
ABSTRACT

Argemone ochroleuca Sweet, despite having economic properties and medicinal
importance, is considered an invasive plant. In Texcoco, Estado de México, as well as in
other parts of México, invades the fields during the winter, when the rainfall is scarce (0.2
to 0.4 mm). Therefore, the study of the physiological and morphological processes of A.
ochroleuca under conditions of water deficit will contribute to the knowledge of tolerance
and adaptations of the species to the increase in periods of drought projected due to the
effect of climate change. The objective of the research was to determine the effect of the
water deficit in the physiology and morphology of A. ochroleuca plants during the
vegetative phase. The experiment was conducted in a controlled environment chamber
from germinated seeds in Petri dishes. The seedlings were transplanted in polyvinyl
chloride (PVC) tubes and 30 days after they were separated into two groups consisted of
irrigation and water deficit. Six samplings were carried out, spaced seven days each. The
data analysis was carried out with a completely randomized design with five repetitions,
the means were compared with the Tukey test (P< 0.05). The soil water potential (Wws) in
upper estrata decreased 82% 8 days after the suspension of irrigation, as well as the
stomatal conductance (gs), the water potential (Wws) and the osmotic (W«) of the stem.
The accumulation of sugars and proline increased in relation to the prolongation of stress.
The water deficit decreased the growth of A. ochroleuca stem, however it contributed to
the lengthening and thickening of the main root. It can be concluded that the physiological
gualities and morphological characteristics of A. ochroleuca allow it to survive in
conditions of limited moisture and periods of water deficit longer than those of this

experiment.

Key words: Pale mexican prickly poppy, water stress, osmoprotectan, phenotypic

plasticity.



DEDICATORIA

Doy gracias a Cristo Jesus nuestro sefior,
gue me fortaleci6, porque me considerd
fiel al ponerme en el ministerio.

(1 Tim 1:12)

A mi mama, Carmen Carbajal

por su apoyo y cariiio incondicional.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) y al Colegio de
Postgraduados, que hicieron posible esta investigacion, asi como la contribucién en mi

formacién de maestria.

Al Posgrado en Botanica, personal administrativo, académico y profesorado por el apoyo

y conocimiento otorgados durante mi estancia en el Colegio.

Al Dr. Ebandro Uscanga Mortera, por su direccidon, consejos, confianza y también

regafios para hacer de mi una mejor profesional e investigadora.

Al Dr. Carlos Trejo Lépez, por su apoyo, confianza y persistente guia hasta la culminacion

de este trabajo.

Al Dr. Daniel Padilla Chacén, por su guia, aportaciones y la ensefianza de nuevas
tecnologias de fenotipado.

Al Dr. Carlos Ramirez Ayala, por el apoyo, cometarios y disposicion brindada en la

presente investigacion.

Al M.C. Antonio Garcia Esteva, por su gran apoyo, instrucciones y acertadas sugerencias

durante esta investigacion.
Al M.C. José Luis Salinas, por el inmenso apoyo de trabajo manual y amistad brindados.
A mis padres y hermanos por su apoyo, comprension y oraciones.

A mis comparfieros y amigos que compartieron agradables momentos y experiencias

conmigo.

A todas las personas que de una u otra forma contribuyeron en este experimento y en mi

formacién académica.

A todos ustedes, muchas gracias.

vi



CONTENIDO

RESUMEN ...ttt e e e sttt et e e e e e e s st et e e e e e e e e s e nnnbbbeeeeeeeeeeesannnsenees i
= Y1 I8 2 X v
LISTA DE CUADROS ... .ot e e e e e e e e e e e e e eaaas IX
LISTA DE FIGURAS ...ttt e et e e e e e e e e e s s e e e e e e e e e e annnnneees X
I, INTRODUCCION ....cooouiieieeieieeeeeeeeee ettt ettt et e et e eteetesaeeaenaeseees 1
[I. REVISION DE LITERATURA ..ottt ettt ettt 4
2.1 Argemone OChroleUCA SWEET ..........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 4
2.1.1 Clasificacion taXONOMICA . ......uuuuuuuuununriniiriiriinriinienneareaneearararr e 4
00 A Y/ oY & o] Lo o | - U PSS 5
2.1.3 COMPOSICION QUIMICA....ciiiiiiiiiiiiieie et e e e e e e e as 5
2.1.4 Origen y distribDUCION ... 6
pZ0 ST [ Y o Yo €= 1 o o - NP 7
2.2 ESIréS €N PlaNaS....cccoiiiiiiiiiiii e 7
2.2.1 Estrés por déficit NIAdriCO.....cuuuiiiiiiie i 8
2.2.1.1 Respuestas de las plantas al déficit hidrico .........cccccceeeiiiiniiiiiieennn. 9
2.2.1.1.1 Reduccion del potencial hidriCo ........cccovvvviiiiiiiiiiici e, 11
2.2.1.1.2 Intercambio de gaSES.....cccovieiiiiiii i 11
2.2 1. 1.3 FENOTIPO 1o oeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.2.1.1.4 Acumulacion de compuestos 0SmMoOpProtectores..........ccccceeeeeeeennee 13

U, JUSTIFICACION ..ottt eaene e 15
IV, HIPOTESIS ..ottt 15
R © 1= N i 1 1V 3 15
VI. MATERIALES Y METODOS.......oo ittt ettt 16
6.1 Material vegetal y muestras de SUEIO .........ccovvvviiiiiiiiiiiieeee e, 16
6.2 Establecimiento del eXperimento .......cccooeeviiiiiiiiiiii e 16
6.2.1 Ubicacion del eXperimento .........ccccccuuuuuimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieneeeeeeeaes 16
6.2.2 Preparacion del material vegetal ...........cccccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 16
6.2.3 Condiciones de desarrollo del material vegetal.............ccccooeeeiiiiiiiininnnnn. 17
6.3 Tratamiento y disefio experimental ..........cccooooiiiiiiiiiiiii e 17
6.4 MediCciOn de variables .......ccoov i 18

Vii



6.
6.
6.
6.
6.

6.
6.
6.
6.

6.5
VII.
7.1
7.2
7.3
7.4
7.5

7.
7.

7.6
7.7
7.8
7.9
VIII.
IX.

4.1 Curvaderetencion de humedad ..........ccooeeeeiiii, 18
4.2 Conductancia @StOMALICA .....oooeeeeeeee e 19
4.3 Potencial hidrico, osmotico y de turgencia del vastago ..............ccueeeee. 19
4.4 Potencial deaguaen el SUBIO ... 20
S =T 0o A1 o= o o S 20
T RV - 1] - T o SRR 20
B.4.5.2 RAIZ..uoiiiiii e 20
4.6 Materia frescay secadel VAStago Y raiz .......ccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieee 21
4.7 Cuantificacion de azucares del vastago y raiz........ccccccceeiiiieeeeeeeennnnnnnn. 21
4.8 Cuantificacion de almidOn ..o 22
4.9 Cuantificacion de prolina del vastago Y raiz ......ccccccoovvciiiiieeiieiiiiinee 23
FN T ST K= 1S) = T 1153 o] o T 23
RESULTADOS Y DISCUSION .....ccviiiiiiieiiecieeeceeeee ettt sae e 25
Rompimiento de latenciade las semillas...........ccccovviiiiiii e, 25
Potencial de agua €n €l SUEIO .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
Potencial hidrico, osmoético y de turgencia del VAstago............occcvvvveeeeennn. 28
ConductanCia €STOMALICA .......cceeeeeeeee e 30
=T L0 1 A1 0 =T [ 1 32
ST RV 1S3 =T Lo ISR 32
5.2 RAIZ e e aaaaaaas 37
Peso fresco y seco del vastago, peso seco delaraiz ..........ccccevvvvvvnennnnn.n. 42
Cuantificacion de azucares: glucosa, fructosay sacarosa..............cceeeeeue. 45
Cuantificacion de almidOn ..., 50
Cuantificacion de ProliN@...... . 53
CONCLUSIONES ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnenees 53
LITERATURA CITADA oottt e e e e e e e eea e s 57

viii



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Caracteres morfométricos del vastago en riego y déficit hidrico de
Argemone ochroleuca Sweet. Los datos son la media de 5 repeticiones +
DE. No se encontraron diferencias significativas (P<0.05, Prueba de

Tukey) en medias con la misma letra en superindiCe............ccccvvvvviiiiieeeeeeennns



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion actual de Argemone ochroleuca Sweet en el mundo.

Fuente: Centre for Agricultural Bioscience International, 2020......................

Figura 2. Respuestas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares que ocurren en una

planta en condicion de estrés hidrico. Fuente: Shao et al., 2008. .................

Figura 3. Porcentaje de germinacion de semillas de Argemone ochroleuca Sweet.

Cada punto es la media de cuatro repeticiones, cada repeticion consto de

100 SEMUIAS £ EE. ... e e e

Figura 4. Potencial de agua en el suelo en tres estratos A) 0-15 cm de
profundidad, B) 45-60 cm de profundidad, C) 85-100 cm de profundidad
en tubos de PVC de 100 cm en los tratamientos de riego y con déficit

hidrico aplicados a Argemone ochroleuca Sweet. Cada punto representa

la media de cinco repeticiones £ EE............cooooviiiiii i,

Figura 5. Potencial hidrico (A), potencial osmotico (B) y potencial de turgencia (C)

del vastago de Argemone ochroleuca Sweet con riego y con déficit hidrico.

Cada punto representa la media de cinco repeticiones £ EE. ..........c.c..........

Figura 6. Conductancia estomatica de Argemone ochroleuca Sweet en riego y

con déficit hidrico en el suelo. Cada punto representa la media de cinco

repeticiones + EE. Las lineas punteadas indican los muestreos. ..................

Figura 7. Imagenes RGB del fenotipo del vastago de Argemone ochroleuca Sweet
con riego y déficit hidrico. Vastagos al inicio del experimento (A y B);
plantas en riego los dias 8 (C), 15 (E), 22 (G), 29 (1) y 35 (K); plantas en
déficit hidrico los dias 8 (D),15 (F), 22 (H), 29 (J) y 35 (L) después de la

U] o1 g ST o] g e [ 11=To o TR TP

Figura 8. Fenotipo de la raiz de Argemone ochroleuca Sweet desarrollada con
riego y con déficit hidrico. Raices al inicio del experimento (A y B); raices
de plantas en riego los dias 8 (C), 15 (E), 22 (G), 29 (I) y 35 (K); raices de

..... 6

... 10

.. 25

.. 29

.31

... 36


file:///C:/Users/Xocar/Documents/000421AvanceT_Completa2.docx%23_Toc73376141
file:///C:/Users/Xocar/Documents/000421AvanceT_Completa2.docx%23_Toc73376141
file:///C:/Users/Xocar/Documents/000421AvanceT_Completa2.docx%23_Toc73376141

plantas en déficit hidrico los dias 8 (D),15 (F), 22 (H), 29 (J) y 35 (L)

después de la SUSPENSION € MEJO. ....cceeveeeeiiiiiiie e eee e e e e 40

Figura 9. Longitud total del sistema radical (A), densidad total del sistema radical
(B), longitud de la raiz principal (C) y diametro de la raiz principal (D) de
raices de Argemone ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con déficit

hidrico. Cada punto representa la media de 5 repeticiones £ EE..................... 41

Figura 10. Peso fresco del vastago (A), peso seco del vastago (B) y peso seco de
la raiz (C) de Argemone ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con

déficit hidrico. Cada punto representa la media de 5 repeticiones * EE. ......... 44

Figura 11. Contenido de azlcares solubles en vastago y raiz de Argemone
ochroleuca Sweet en riego y déficit hidrico. Glucosa (A y D), fructosa (B 'y

E), sacarosa (C y F). Cada punto representa la media de 5 repeticiones +

Figura 12. Concentracion de almidén en el vastago (A) y raiz (B) de Argemone
ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con déficit hidrico. Cada punto

representa la media de cinco repeticiones £ EE..........ccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 52

Figura 13. Contenido de prolina en el vastago (A) y raiz (B) de Argemone
ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con déficit hidrico. Cada punto

representa la media de 5 repeticiones £ EE. ... 55

Xi


file:///C:/Users/Xocar/Documents/000421AvanceT_Completa2.docx%23_Toc73376141
file:///C:/Users/Xocar/Documents/000421AvanceT_Completa2.docx%23_Toc73376141

I. INTRODUCCION

Los frecuentes cambios en el ambiente, como temperatura (nocturna, diurna,
estacionales), radiaciéon solar y desecacion del suelo, son desfavorables y estresantes
para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Zhu, 2016). Aunado a esto, la variacién
climatica actual, que presenta mayores cambios en la temperatura, precipitacion,
composiciéon atmosférica y mayor frecuencia de eventos climaticos extremos, esta
alterando la disponibilidad de los recursos y las condiciones favorables para el desarrollo
de las plantas, (Ahuja et al., 2010; Nicotra et al., 2010; Gray y Brandy, 2016; Zhu, 2016).

Diversos estudios han sefialado que a medida que el clima cambia, es posible que las
poblaciones de plantas ya no se adapten de manera Optima a las nuevas condiciones
ambientales (Ahuja et al., 2010; Shaw y Etterson, 2012) y tengan que desarrollar

mecanismos que les permitan su supervivencia.

Segun Gray y Brandy (2016), el estrés ambiental tiene diversos efectos en una planta, y
como tal, las respuestas moleculares, fisiolégicas y morfolégicas varian entre tejidos,
organos y el desarrollo. Sin embargo, las plantas han desarrollado capacidades y
respuestas adaptativas para reducir el consumo de recursos y ajustar su crecimiento
para adecuarse a las condiciones cambiantes de su entorno (Skirycz y Inze, 2010;
Osakabe et al., 2014). Estas respuestas pueden observarse en la morfologia (plasticidad)
y cambios en la fisiologia (captura y distribuciéon de recursos, cambios en el periodo
reproductivo, etc.). Sin embargo, pese a que estas respuestas ayudan a su
supervivencia, también pueden causar efectos negativos en el rendimiento y en la

poblacién (Gray y Brandy, 2016).

La falta de agua es uno de los factores que mas impacto tiene sobre las plantas, afecta
desde el metabolismo celular hasta el crecimiento y reproduccion (Gaspar et al., 2002).
Este tipo de estrés se caracteriza por la reduccion del contenido de agua en la planta
hasta su posterior marchitamiento y muerte. Estos eventos se relacionan con la
intensidad y duracion del estrés hidrico y las capacidades de las plantas para resistirlo
(Taiz y Zeiger, 2010). Segun Anderegg (2015) las diferencias morfologicas y fisiologicas



de las plantas pueden ayudarnos a entender las dimensiones de la vulnerabilidad y las

respuestas a la sequia.

En los ultimos afios se han realizado diversas investigaciones sobre el impacto del estrés
hidrico en las plantas, enfocado mayoritariamente en plantas de interés econémico como
tomate, arroz, maiz y soya, por mencionar algunos (Cabuslay et al., 2002; Benjamin y
Nielsen, 2006; AbdAllah, 2019; Masood et al., 2020), pero ¢qué sucede con las plantas
silvestres? ¢ qué habilidades poseen para tolerar el estrés hidrico? ¢cémo responderan
a la creciente falta de agua?

Dentro de las plantas silvestres, se encuentran las invasoras que con frecuencia se han
considerado indicadoras y pioneras en la reaccion al cambio climatico, debido a su
potencial de adaptacién y posterior dafios colaterales (afectaciones economicas y
ecoldgicas). Sin embargo, para anticipar estos cambios y disefiar estrategias de manejo
es necesario conocer la fisiologia, comportamiento y habitat de las plantas invasoras, ya
gue se prevé que con el cambio climatico muchas especies de plantas invasoras
desarrollen adaptaciones que puedan llevar a un crecimiento y expansion poblacional
(McDonald et al., 2009; Clements y Ditommaso, 2011). Por lo tanto, evaluar los rasgos
gue le permitan a las plantas invasoras adaptarse a las alteraciones ambientales que

trae consigo el cambio climatico, es de suma importancia.

Argemone ochroleuca Sweet es una planta nativa de Norteamérica, de la familia botanica
Papaveraceae; sin embargo, se ha adaptado a entornos diferentes en todo el mundo,
incluso en algunos paises como Sudafrica, Australia y Arabia Saudita es considerada
como una planta invasora (Reddy y Pattanaik, 2007; Van der Westhuizen y Mpedi, 2011,
Heard y Segura, 2012; Moussa et al., 2012; Maema et al., 2016). Segun el Centro de
Biociencia Agricola Internacional (CABI por sus siglas en inglés), esta especie se
encuentra en climas templados, subtropicales y secos o aridos, en donde habita en zonas
de disturbio como zanjas, ruinas, terrenos perturbados, asi como carreteras y campos

de cultivo, ademas de jardines.

El interés fisiologico y morfolégico en esta especie radica en su aparente facil adaptacion

a condiciones de humedad restringida, se desarrolla desde el otofio hasta la primavera,



época en la cual las lluvias son escasas (CONAGUA, 2020). Pese a su enorme potencial
guimico y médico (Argueta y Cano, 1994; Alamri y Moustafa, 2010; Singh, 2010; Reyes
et al., 2011; Moustafa et al., 2013; Hernandez-Ruiz et al., 2020), las investigaciones e
informacion de esta especie aun es muy reducida, por lo tanto, no se encontrd
informacion en la literatura revisada acerca de las caracteristicas fisiologicas o

morfologicas que permiten a A. ochroleuca sobrevivir en ambientes adversos.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue determinar los cambios
fisioldgicos y morfolégicos que suceden en A. ochroleuca durante la etapa vegetativa en
condiciones de déficit hidrico, bajo la hipo6tesis de que posee mecanismos fisioldgicos y
caracteristicas morfolégicas que le permiten sobrevivir en condiciones limitantes de

humedad.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Argemone ochroleuca Sweet

Argemone es un género de la familia de las papaveraceae, comprende de 24
(Schwarzbach y Kadereit, 1999) a 32 especies (Ownbey, 1997). Argemone mexicana y
Argemone ochroleuca son las especies con mayor distribucién (Otto y Verloove, 2016).

Argemone ochroleuca Sweet, conocida como chicalote, cardo santo o amapola de monte
en espafol y “pale mexican prickly poppy” en inglés, es una hierba anual de vida corta.
Su ciclo bioldgico inicia a principios de otofio con la germinacion y posterior desarrollo,
al inicio de forma arrosetada y luego alargamiento del tallo, y la diferenciacion del
primordio floral, la floracion, el desarrollo de las cdpsulas que contiene las semillas,
maduracion de semillas, diseminacion y muerte de la planta (West y Wein, 1971).

2.1.1 Clasificacion taxonémica

De acuerdo con la APG IV system (Angiosperm Phylogeny Group, 2016), la clasificacion

de Argemone ochroleuca es la siguiente:

Superreino: Eukaryota
Reino: Plantae
Filo: espermatofita
Subfilo: Angioespermae
Clase: Eudicotiledonae
Orden: Ranunculales
Familia: Papaveraceae

Género: Argemone
Especie: A. ochroleuca Sweet



2.1.2 Morfologia
Descripcion de A. ochroleuca de acuerdo con Rzedowski y Rzedowski (2005).

Hierba anual o perenne de vida corta, de color verde azulado a verde grisaceo, presenta
latex amarillo o anaranjado, altura de 30 a 120 cm, con espinas rectas, perpendiculares,
blanquecinas, de tamafios diferentes; tallos en nimero reducido, que se ramifican en la
parte superior; hojas son oblanceoladas, maximo de 35 cm de largo, las hojas superiores
son elipticas a ovaladas, de menor tamafio, todas presentan I6bulos hasta casi llegar a
la nervadura principal, los I6bulos son dentados, con una espina en el apice; los botones
son oblongos, de dimensiones de 8 a 18 mm x 4 a 11 mm (largo x ancho) con 3 0 mas
espinas finas en cada sépalo, con un cuerno apical y espina correspondiente de 5 a 12
mm; flores de 3 a 7 cm de diametro; generalmente con 6 pétalos de color amarillos palido
o crema, de forma obovada, obcuneados a elipticos; de 20 a 75 estambres con filamentos
y anteras amarillas; fruto capsular de 3 a 6 valvas, oblongo o fusiforme, de2a5cm x 1
a 1.8 cm (largo x ancho), presenta espinas esparcidas, extendidas, blanquecinas,
gruesas de 6 a 12 mm de longitud, a veces mezcladas con otras de tamafio menor;

semillas globosas-apiculadas, de 1.5 a 2 mm de didmetro.
2.1.3 Composicién quimica

Se han identificado compuestos quimicos en el latex de las semillas, las hojas y la raiz
de Argemone ochroleuca, los cuales son del grupo de los bencilisoquinolinocos (ABIs),
derivados de la tirosina que son tipicos de las papaveraceas (Lines-Hidalgo, 2019). Entre
los alcaloides identificados se encuentran la atropina, berberina (Espinoza y Sarukhan,
1997), quelertina, protopina, sanginarina, heleritrina, escouletrina y copsitina (Haisova y
Slavik, 1973; Israilov et al., 1986; Chelombit'ko y Nazarova 1988; Takken et al., 1993;
Reyes et al., 2011).

Ademas de los alcaloides se encontraron acidos grasos (Fletcher et al., 1993) y
flavonoides (Chang et al., 2003). Moustafa et al. (2013), identificaron en el latex
compuestos como dodecametilciclohexasiloxano (C12H3606Sis), 6-Nitro-imidazol (1, 2a)
pirimidina (C7HsN302), Tetradecametilcicloheptasiloxano (C14H4207Si7), 4-(2,2-dimetil-6-



metileneciclohexilidina)-3-metilbutan-2-one  (C14H220) y Dietil Ftalato (Ci12H1404)
mediante cromatografia de gases-masas; Asimismo, estos autores indican que estos
compuestos podrian ser una fuente antifingica (Moustafa et al., 2013).

2.1.4 Origen y distribucién

A. ochroleuca es nativa de Norteamérica, se encuentra desde el sur de Estados Unidos
hasta el centro de México (Martinez, 1996). Sin embargo, segun el Centro de Biociencia
Agricola Internacional (Centre for Agricultural Bioscience International en inglés)
actualmente se distribuye como planta invasiva en Centro y Sudamérica, Oceania, Africa,
Europa y Asia (Figura 1).

Esta especie se distribuye en climas templados, subtropicales y secos o aridos, habita

en zonas de disturbio como zanjas, ruinas, terrenos perturbados, como carreteras,

campos de cultivo y jardines (CABI, 2020).

%

Figura 1. Distribucion actual de Argemone ochroleuca Sweet en el mundo. Fuente:

Centre for Agricultural Bioscience International, 2020.



2.1.5 Importancia

La importancia de estudiar Argemone ochroleuca radica en su estatus de planta invasiva,
asi como en la latencia de sus semillas. Se ha documentado que en paises como la
India, Etiopia, Arabia saudita, Sudafrica y Australia, se ha convertido en un problema
para la agricultura, causa pérdidas economicas considerables e impacta en forma
negativa a la biodiversidad (Reddy y Pattanaik, 2007; Van der Westhuizen y Mpedi, 2011;
Heard y Segura, 2012; Moussa et al., 2012; Maema et al., 2016).

Sin embargo, pese a ser una planta invasiva se le atribuyen propiedades curativas en la
medicina tradicional, como remedio para la tos, bronquitis, asma, cataratas, alergias,
enfermedades oculares, sedante, antidiabético, desoérdenes dermatolégicos vy

propiedades antiespasmadicas (Argueta y Cano, 1994).

Asimismo, se han encontrado propiedades quimicas que pueden tener potencial
econdmico, como los estudios e investigaciones acerca de sus propiedades
antibacterianas (Alamri y Moustafa, 2010; Reyes et al., 2011), fangicas (Singh, 2010;
Moustafa et al., 2013) y médicas como relajante muscular (Sanchez-Mendoza et al.,
2008); ademas de su uso como materia prima para energia renovable (Fatima et al.,
2017). En la mayoria de estas investigaciones se ha demostrado que la mayor parte de

la planta es aprovechable: raices, semillas, hojas y latex.
2.2 Estrés en plantas

El estrés es una condicién habitual o inusual causada por uno o varios factores biéticos
o abidticos en un organismo, lo cual, ocasiona una alteracién en la homeostasis del
individuo. Entre los tipos de estrés abidtico y bidtico se puede mencionar la sequia,
cambios en la temperatura, radiacion, presencia de metales pesados y toxinas, pH y
salinidad en el suelo fuera del intervalo adecuado para el 6ptimo desarrollo, competencia
por recursos, herbivoria y efectos adversos causados por hongos y bacterias patégenos,

virus, entre otros (Gaspar et al., 2002; Blum, 2016).

Como organismos seésiles, las plantas son afectadas severamente por los cambios

desfavorables en el ambiente. Segin Shao et al. (2008), las plantas responden en



diferentes formas al estrés ambiental, dicho estrés afecta la expresion génica, el
metabolismo celular o que se transforma en alteraciones en el desarrollo y por ende en
la productividad de las plantas. Ademas, por el hecho de que las plantas estan formadas
por fitbmeros de edad ontogénica diferente, la respuesta (fisiologica, morfologica y
bioquimica) de los 6rganos y tejidos varian; asi mismo, la etapa fenolégica juega un papel

importante en la respuesta al estrés (Gray y Brandy, 2016).

El término “Strain” (tension-deformacion) propuesto por Levitt (1980), es utilizado para
definir las respuestas fisicas y quimicas que ocurren en una planta sometida a estrés. La
tensidn-deformacion puede ser reversible o irreversible, esto depende de las respuestas
de las plantas, ya sea defensa (tolerancia o resistencia) o adaptacion, lo cual a su vez
depende del historial de la planta, del tipo del estrés, la prolongacion y la intensidad a la
gue esta sometida (Gaspar et al., 2002; Shao et al. 2008; Blum, 2016).

2.2.1 Estrés por déficit hidrico

Dentro de los diferentes tipos de estrés abiotico, el déficit hidrico es uno de los mas
comunes y perjudicial para las plantas, debido a que su contenido de agua generalmente
esta por encima del 80%.

El estrés hidrico se produce cuando en la rizosfera no hay suficiente agua para satisfacer
la demanda de la planta, en un lugar y momento determinado, lo que conlleva a que el
potencial hidrico y la turgencia de la planta se reduzcan; y por lo tanto, afectan su
metabolismo y productividad (Lawlor y Cornic, 2002; Shao et al., 2008; Anjum et al.,
2011).De manera natural, el déficit hidrico puede ser causado por precipitacion escasa,
disminucién en la humedad en el suelo, sustrato con poca capacidad de retencién de
agua, evaporacion alta, salinidad y temperaturas altas o bajas (Hu et al., 2006). La
respuesta de las plantas para enfrentar el estrés hidrico varia de acuerdo con la duracion
e intensidad del estrés, asimismo, influye la etapa fenoldgica, el historial y la capacidades

de las plantas para resistirlo (Taiz y Zeiger, 2010).



2.2.1.1 Respuestas de las plantas al déficit hidrico

El mecanismo de las plantas para enfrentar el déficit hidrico desencadena una serie de
respuestas fisiologicas y morfoldégicas complejas, que implican cambios adaptativos y
resultados que pueden ser perjudiciales (Chaves et al., 2002; Hu et al., 2006; Guerfel et
al., 2009; Ahuja et al., 2010).

Entre las aptitudes fisiologicas para prevenir la pérdida de agua y tolerar el déficit se
encuentra el cierre de estomas, disminucion de la actividad fotosintética, alteracion en la
extensibilidad de la pared celular, y la generacion de metabolitos que pueden ser tdxicos
para otros organismos (Chaves et al., 2002; Ahuja et al., 2010; Osakabe et al., 2014).
Asimismo, los efectos del estrés hidrico se observan en la morfologia de la planta, como
reduccion de tamafio, disminucion del didmetro del tallo, area foliar y raices en
comparacién con la morfologia de las plantas sin estrés hidrico (Engelbrecht, 2001;
Chartzoulakis et al., 2002; Guerfel et al., 2009; Babé et al., 2012). Todas estas respuestas
de las plantas varian de acuerdo con la especie, la historia y edad de la planta, la

severidad y la duracioén del déficit.

Shao et al. (2008) enumeraron tres niveles de severidad y duracién de déficit hidrico y la
respuesta de las plantas. El primer nivel es el estrés hidrico moderado, el cual consta
de una ligera pérdida de agua que conduce al cierre de estomas y la limitacion del
intercambio gaseoso. El segundo nivel es la desecacion, es decir, una pérdida mayor de
agua que conduce a la interrupcion de los procesos metabdlicos y las actividades
celulares (Smirnoff, 1993; Osakabe et al., 2014). Por ultimo, el estrés hidrico severo

interrumpe la fotosintesis hasta culminar en la muerte.

Cabe mencionar que la relacion que existe entre el potencial hidrico (Wa), el potencial
osmotico (Wr), el potencial de turgencia (W), la fotosintesis y la conductancia estomatica
(gs) es un punto clave en los procesos metabdlicos de las plantas para tolerar el estrés,
lo cual a su vez determina el crecimiento, diferenciacion y el éxito reproductivo de las
especies vegetales (Dickson y Tomlinson, 1996; Chartzoulakis et al., 2002; Donoso et
al., 2011). Por lo tanto, la interrupcidn de los procesos metabdlicos causa la muerte a las

plantas expuestas a déficit hidrico severo.



Sin embargo, cuando el déficit hidrico se desarrolla de forma lenta, las plantas pueden
presentar algun grado de aclimatacion y adaptarse a dicha condicion pero con
consecuencias como la disminucion en el area foliar y las raices (Potters et al., 2007;
Moreno, 2009), asi como el ajuste fotosintético, disminucién de la absorcién de iones y
el metabolismo de nutrientes, aumento o disminucion de hormonas y carbohidratos
(Blum, 1996). En la Figura 2 se observa con mayor detalle las respuestas fisioldgicas,

bioguimicas y moleculares que suceden en una planta expuesta a estrés hidrico.

Respuestas
fisiologicas

Reconocimiento de
sefnales en la raiz
Pérdida de turgencia y
ajuste osmaotico
Reduccion del potencial
de agua en la hoja
Reduccion en la
conductancia estomatica
de CO2

Reduccion de
concentracion interna de
co2

Reduccion de la
fotosintesis

Reduccion de la tasa de
crecimiento

ESTRES HIDRICO

Respuestas
bioquimicas

Disminucion en la
eficiencia fotoquimica
Disminucion en la
eficiencia de RuBisCo
Acumulacion de estrés
metabdlico como MDHA,
Glutati6n, Glybet,
Poliaminas.

Incremento de enzimas
antioxidantes como SOD,
CAT, APX, POD, GR y
MDHAR

Acumulacion ROS

Respuestas
moleculares

Expresion de genes
sensibles al estrés
Incremento de
expresion de genes
biosinteticos de ABA
Expresion de genes
sensibles a ABA
Sintesis de proteinas
especificas como LEA,
DSP, RAB, dehidrina
Tolerancia al estrés por
sequia.

Figura 2. Respuestas fisiologicas, bioquimicas y moleculares que ocurren en una planta

en condicion de estrés hidrico. Fuente: Shao et al., 2008.
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2.2.1.1.1 Reduccion del potencial hidrico

La reduccion del potencial hidrico es la principal consecuencia del estrés hidrico en la
planta; y por lo tanto, una reduccion en el contenido de agua conduce a la disminucion
de turgencia, cierre de estomas, marchitamiento y disminucién en el crecimiento celular
(Shao et al., 2008).

Desde la perspectiva de la termodinamica, el potencial hidrico (ya) o potencial quimico
del agua, se define como la energia libre para realizar trabajo. Este concepto es utilizado
en fisiologia vegetal para determinar el estado hidrico de la planta, la atmosfera y el
suelo. El término hace referencia a la energia libre del agua pura, cuyo valor es cero y
representa la maxima energia libre que puede tener el agua (Hsiao, 1973; Azcén-Bieto y
Taldn, 2008).

Taiz y Zeiger (2010) indicaron que “Los elementos principales que contribuyen al
potencial hidrico de la planta son: concentracién (solutos) y presion de turgencia”, los

cuales se resumen en la siguiente formula:

WA= Ws + Yp

Con relacion a los elementos que constituyen el potencial hidrico, el potencial de solutos
u osmoético (ws) hace referencia a la presencia de solutos en el potencial hidrico, es decir,
gue a mayor cantidad de solutos, la energia libre (potencial hidrico) disminuye, por lo
tanto, su valor siempre sera negativo. El potencial de presion (yp) indica la presion
ejercida sobre las paredes de la célula vegetal, el cual tiene un valor positivo (que ocurre
cuando el agua entra dentro de la célula y que causa que la membrana plastica ejerza
presion en la pared celular, manteniendo la rigidez de la planta). (Azcén-Bieto y Talon,
2008; Taiz y Zeiger, 2010).

2.2.1.1.2 Intercambio de gases

Los estomas desempeiian un papel importante en el intercambio de gases, debido al

mecanismo de apertura y cierre, el cual regula la conductancia estomatica, el suministro
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adecuado de CO:y la tasa de transpiracion (Buckley, 2017). La apertura y cierre de los
estomas esta contralada por la diferencia de presion de turgencia de las células oclusivas
gue rodean los poros estomaticos (Taiz y Zeiger, 2010), dicha presion de turgencia esta
regulada por la disponibilidad de agua, la variacion en el déficit de presion de vapor, la
temperatura y las caracteristicas morfologicas de los estomas, ademas de las
caracteristicas de la epidermis de la hoja (Medrano et al., 2002; Aliniaeifard y van
Meeteren, 2013; Toro et al., 2019).

Se ha documentado que el estrés por déficit hidrico, provoca la oclusion de los poros por
parte de las células oclusivas, ocasionando una disminucion en la conductancia
estomatica (Prado et al., 2018). La rpida respuesta de los estomas a condiciones
ambientales adversas, permite que las plantas puedan optimizar el CO2 absorbido y

llevar a cabo el intercambio de gases con la pérdida minima de agua (Ache et al., 2010).

El porémetro, ademas del IRGA (analizador de gases en el espectro infrarrojo), es un
instrumento comercial para medir la conductancia estoméatica, que esta basado en un
sistema cerrado de difusién dinamica, que mide la tasa de aumento de la humedad
relativa causada por el vapor de agua liberado a través de lo estomas (Monteith et al.,
1988, citado por Toro et al., 2019).

2.2.1.1.3 Fenotipo

Una forma en que las plantas responden a cambios en el ambiente es a través de
cambios en la constitucién de sus caracteristicas fisicas, es decir, en el fenotipo; a esta
capacidad se les conoce como plasticidad fenotipica (Nicotra et al., 2010). Estas
expresiones estructurales se deben al genotipo, al medio y a la interaccién del genotipo
y el medio cambiante. Sin embargo, la plasticidad no sélo afecta e induce cambios
morfoldgicos, sino también ajusta el comportamiento fisiologico de la planta (Zhao et al.,
2019).

Dentro de las respuestas fenotipicas al estrés hidrico se encuentra la reduccion del
tamano de la parte aérea de la planta, “ya que un individuo de mayor tamafo usa el agua

mas rapido y en mayor cantidad que una de menor tamafio” (Blum, 2011). Otra respuesta
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comun es reflejada en la longitud, grosor de la raiz principal y el aumento de raices

secundarias (Kano et al., 2011).

Actualmente existen herramientas que permiten analizar los cambios en el fenotipo de
una planta de forma no destructiva o invasiva. Fiorani y Schurr (2013), definieron al
fenotipado de plantas como el conjunto de técnicas y protocolos utilizados para medir
con precision el crecimiento, la arquitectura y la composicion a diferentes escalas (célula,

tejido y 6rganos) de una planta o de una poblacion (Yang, 2020).

El fenotipado actualmente se puede abordar combinando tecnologias novedosas como
imagenes no invasivas, espectroscopia, analisis de imagenes (RGB, fluorescencia,
térmica, hiperespectrales y 3D), roboética e informatica de alto rendimiento (Furbank y
Tester, 2011), lo que nos permite realizar un muestro no destructivo. Sin embargo, las
plantas viven entre dos o mas medios (parte aérea y terrestre o acuatica). Los brotes se
desarrollan en el medio aéreo, lo que permite la inspeccion, medicion y muestreo con
facilidad. En cambio, las raices se desarrollan dentro del suelo, lo que limita la
observacion directa, por lo que aun se considera un obstaculo para su analisis (Atkinson
et al., 2019; Yang et al., 2020).

Las caracteristicas del sistema radical es una parte importante de las plantas ya que a
partir de las caracteristicas de esta, dependera la obtenciéon de nutrientes y agua del
suelo, ademas del anclaje de la planta (Farooq et al., 2012; Rich y Watt, 2013). En
diversos estudios se ha comprobado que el déficit hidrico provoca que algunas especies
modifiquen su sistema radical, esto se ve reflejado principalmente en el grosor y longitud
de la raiz principal, asi como la aparicion o disminucion de las raices laterales (Shao et
al., 2008; Bao et al. 2014). Esta respuesta se debe a que la planta concentra su energia
y recursos en el desarrollo del sistema radical sacrificando el crecimiento del vastago
(Gray y Brady, 2016; Lima, 2016).

2.2.1.1.4 Acumulacion de compuestos osmoprotectores

El estrés hidrico induce respuestas bioquimicas complejas en el metabolismo de las

plantas, en el que intervienen macro y micromoléculas, como &cidos nucleicos,
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aminoacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos, hormonas, iones, radicales libres y
elementos minerales. Entre estas respuestas se encuentra la acumulacion de solutos
compatibles, que interviene en el ajuste osmaético de las plantas en déficit hidrico (Shao
et al., 2008; Oraee y Tehranifar, 2020).

Un ejemplo es la acumulaciéon de prolina, un aminoacido cuya concentracion se
incrementa cuando la planta se encuentra en déficit hidrico (Nolte et al., 1997).
Usualmente este aminoacido se encuentra en pequefias cantidades en las plantas, sin
embargo, “en condiciones de estrés el contenido de prolina aumenta para actuar como
agente osmotico, protegiendo a la planta de la deshidratacion” (Ojeda-Barrios et al.,
2011).

Asimismo, la acumulacién de carbohidratos es una respuesta comun en las plantas en
condiciones de déficit hidrico. Los carbohidratos intervienen en la osmoproteccién de
membranas celulares y macromoléculas al remplazar moléculas de agua evitando
alteraciones irreversibles, ademas de mejorar la absorcion de agua de la planta. Entre
estos carbohidratos se encuentra los azucares solubles (glucosa, sacarosa, fructosa,
manitol), ademas de trimetilglicina y los azucares insolubles como el almidon (RejSkova
et al., 2007; Ennajeh et al., 2009; Karimi et al., 2018; Oraee y Tehranifar, 2020).

El almidon es un carbohidrato presente en distintas estructuras de una planta, por
ejemplo: semillas, polen, hojas y raiz, cuya funcién consta de dar soporte (rigidez) a las
estructuras, ademas de ser carbohidrato de almacenamiento de energia. Este glacido de
reserva, compuesto por dos polimeros de glucosa, amilopectina y amilosa, se almacena
en los cloroplastos de las hojas durante el dia a través de una fraccion de carbono
asimilado por medio de la fotosintesis; durante la noche, el almidon es movilizado y
degradado para proporcionar sustratos para la respiracion de las hojas, ademas de ser
utilizado para la sintesis de sacarosa (Beck y Ziegler, 1989; Eliasson, 2004; Zeeman et
al., 2010, Li et al., 2016).
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[1l. JUSTIFICACION

Las proyecciones climaticas predicen un aumento e intensidad de los periodos de sequia,
ademas de una mayor evaporacion en la humedad del suelo, situacion que afectara la
diversidad de las especies vegetales. Por lo tanto, solo sobrevivirdn las especies que
posean mecanismos que les permitan adaptarse a las condiciones prevalecientes. En
Texcoco, Estado de Meéxico durante el invierno, las temperaturas son bajas y la
precipitacion pluvial es escasa. Sin embargo, algunos campos de cultivo en barbecho se
observan invadidos de Argemone ochroleuca Sweet, maleza tipica de esta zona. Esta
especie sobrevive en las condiciones antes descritas y probablemente sera de las
especies que persistiran a las condiciones del cambio climético. Por lo tanto, el estudio
de los procesos fisiologicos y morfoldgicos que le permiten a A. ochroleuca sobrevivir en
las condiciones mencionadas condiciones contribuira al conocimiento de la tolerancia o

resistencia de las especies a condiciones de estrés hidrico.

V. HIPOTESIS

Argemone ochroleuca Sweet posee mecanismos fisioldgicos y morfolégicos que le

permiten desarrollarse en condiciones limitantes de humedad.

V. OBJETIVOS

Determinar el efecto del déficit hidrico en el desarrollo de Argemone ochroleuca Sweet

durante la fase vegetativa.

Determinar el efecto del déficit hidrico en el potencial de agua, conductancia estomatica,
contenido de azucares solubles (glucosa, fructosa, sacarosa), almidon y prolina de

Argemone ochroleuca Sweet durante la fase vegetativa.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material vegetal y muestras de suelo

Se recolectaron frutos maduros en una poblacion silvestre de Argemone ochroleuca
localizada en un terreno agricola en barbecho en Santiago Cuautlalpan, Texcoco, Estado
de México (19° 26’ 12” Ny 98° 54’ 23” O, 2253 msnm) en la primavera de 2019.

Los frutos colectados se preservaron en bolsas de papel y se secaron a temperatura
ambiente, para después separar la semilla del resto del fruto de manera manual.
Posteriormente, las semillas se germinaron en cajas Petri con acido giberélico a

concentracion 103, para obtener las plantas usadas en el experimento.

En la misma ubicacion se extrajeron muestras de suelo de tres sitios con una barrena
manual en tres profundidades: 0-15, 15-30 y 30-45 cm. Las nueve muestras fueron
preservadas en bolsas de polipropileno, y 15 g de estas, se conservaron en pequefios

frascos herméticos de plastico en refrigeracion a 5 °C, para su posterior analisis.

6.2 Establecimiento del experimento

6.2.1 Ubicacién del experimento

La etapa experimental se llevé a cabo en una camara de ambiente controlado (26/22 + 2
°C y 12/12 h de luz/oscuridad) y en el laboratorio de Biofisica y Fisiologia Vegetal
Ambiental del Posgrado en Botanica, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados,

Texcoco, Estado de México.
6.2.2 Preparaciéon del material vegetal

Debido a que las semillas de A. ochroleuca presentaron latencia, se aplicaron

tratamientos fisicos y quimicos para romper la misma.

Los tratamientos consistieron en colocar las semillas a germinar en acido giberélico en
concentraciones de 103, 10* y 10° M, peréxido de hidrégeno al 0.1, 0.2 y 0.3 %, cada

solucion y concentracion correspondié a un tratamiento. Otro tratamiento, consistio en
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colocar las semillas en nitrato de potasio al 0.1, 0.2 'y 0.3 % por 72 h (cada concentracion
correspondié a un tratamiento), posteriormente se lavaron con agua destilada para
eliminar el nitrato de potasio que estuviera sobre la testa y se pusieron a germinar en
agua destilada. El tratamiento testigo consistio en poner las semillas a germinar en agua
destilada. En todos los casos, las semillas se pusieron a germinar sobre papel filtro

humedecido con agua destilada o las soluciones, segun correspondio.

Las semillas se mantuvieron a temperatura de 25 + 2 °C, en germinadoras (Germinator
ATTGPT/B, Seedburo Equipament Co., USA). Se registro diariamente el nimero de
semillas germinadas durante 30 dias, con estos datos se estimO el porcentaje de

germinacion total.

6.2.3 Condiciones de desarrollo del material vegetal

Cuando las semillas germinaron después de haber roto la latencia fueron trasplantadas
en tubos de de policloruro de vinilo (PVC) de 100 cm de altura con un diametro de 7.5
cm. Los cuales fueron cortados a la mitad de forma longitudinal, posteriormente vueltos
a unir con cinta gris para ductos. En la base se coloc6 malla mosquitera de nylon, pegada
a la base con cinta gris para ductos. Los tubos fueron llenados con suelo extraido de una
parcela dentro del campus Montecillo y regados a capacidad de campo previamente; y
colocadas en una camara de ambiente controlado a temperatura a 26/22 + 2 °C y un

fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad.
6.3 Tratamiento y disefio experimental

El suelo donde se realiz6 el trasplante se mantuvo a capacidad de campo durante 30
dias para favorecer el establecimiento de las plantulas. Posteriormente se aplicaron los
tratamientos que constaron de dos condiciones de humedad: sin déficit hidrico (testigo)
y déficit hidrico. El testigo se mantuvo en riego constante, mientras que el tratamiento de

déficit hidrico se suspendi6 el riego hasta la culminacion del experimento.

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar. La unidad

experimental estuvo representada por una planta por tubo. Se realizaron seis muestreos
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destructivos, espaciados por siete dias. El primero fue al inicio de la aplicacion de los

tratamientos, y los posteriores con una semana de diferencia entre cada uno de ellos.

De un grupo de 15 plantas por condicién hidrica, se dividieron en: A) cinco se utilizaron
para medir las variables: conductancia estomatica, potencial de agua del véastago,
potencial de turgencia, potencial osmotico, fenotipado de vastago y raiz. Asimismo, se
midio potencial de agua en el tubo en tres estratos de profundidad. B) tres plantas por
tratamiento se utilizaron para cuantificar aztcares, C) 3 unidades experimentales para
determinar prolina. Por ultimo, D) cuatro plantas por tratamiento para cuantificar peso

seco y peso fresco. En total se usaron 30 plantas por muestreo.
6.4 Medicion de variables
6.4.1 Curvade retenciéon de humedad

Para determinar la humedad del suelo que se utilizé en el experimento, las muestras
fueron secadas a temperatura ambiente durante 72 h, removiendo constantemente para
obtener un secado uniforme, posteriormente fueron tamizadas en una malla de
separacion media-fina. Se colocaron porciones de suelo en anillos de hule de
aproximadamente 1 cm de alto y 6 cm de diametro, sobre un plato de ceramica poroso.
El plato se cubrié de agua hasta la saturacion del suelo y a continuacion se coloco en la
olla para agregarle la presién requerida para la elaboracién de la curva de retencién de
humedad (Richards, 1941).

Cuando las muestras estan en equilibrio (es decir que ha dejado de salir agua del tubo
de descarga) se transfieren a recipientes de aluminio y se pasan para obtener el peso
hamedo (PH), después se secan en una estufa a 105 °C y se pesan para obtener el peso
seco (PS).

Se determino el porcentaje de humedad con la siguiente formula (Richards, 1941):

PH — PS
% humedad = P—SX 100
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6.4.2 Conductancia estomatica

Para determinar la conductancia estomatica (gs, mmol m= s?), temperatura (°C) y la
intensidad de luz (umol m? s) se utilizé6 un porémetro AP4 Leaf Porometer (Delta-T,
UK). La conductancia se midioé en la quinta hoja joven completamente expandida en 5
plantas dentro de la camara de ambiente controlado a las 11 de la mafiana, un dia antes

del inicio de los tratamientos y cada dos dias durante el desarrollo del experimento.
6.4.3 Potencial hidrico, osmaético y de turgencia del vastago

Para medir el potencial hidrico del vastago se cortd la parte aérea de cinco plantas a
nivel del suelo y se introdujo en la camara de presion de Scholarder (Modelo 615D, PMS
instruments, USA) se le aplicé presion mediante gas nitrégeno, y cuando en la base del
tallo aparecié la primera gota de la savia, se registrd la presion ejercida que se mostro
en el mandmetro de dicha camara. Enseguida, el vastago se envolvié con papel aluminio,
se sumergio en nitrégeno liquido y posteriormente se conservé en un congelador a -33

°C, para su posterior uso en el andlisis del potencial osmético.

Después de dos dias, las muestras se descongelaron y se extrajo la savia del vastago.
Se utilizaron 10 pL de muestra que fue colocada en un osmémetro de presion de vapor

(Vapor Pressure Osmometer 5520, Wescor, Inc, USA) para medir el potencial osmdtico.
El potencial osmoético se calcul6 con la ecuacion de Van't Hoff:
Yr= -CRT
Donde:
WYr = potencial osmético
C = concentracion molal
R= constante general de los gases

T=temperatura absoluta (°K)
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El potencial de turgencia se calcul6 a partir de los valores obtenidos del potencial hidrico

(wa) y osmotico () con la siguiente ecuacion:
Wr=wa- Yn
6.4.4 Potencial de agua en el suelo

En cinco tubos, el potencial de agua en el suelo se determind en tres estratos: superior
(0 - 15 cm), medio (45 - 60 cm) e inferior (85 -100 cm) del tubo. Para extraer las muestras
de suelo, al tubo se le quitd la cinta gris para ductos, asi como la base de malla
mosquitera, se abrieron y se tomaron = 5 g de suelo. El suelo se depositd en viales y se
guardaron en refrigeracion para posteriormente determinar el potencial hidrico mediante

un psicrometro de punto de rocio (Dwepoint Potentia Meter, METER Group, EUA).

6.4.5 Fenotipado
6.4.5.1 Véastago

El desarrollo de la planta y la deteccion de los efectos del estrés se analizaron en la
plataforma de fenotipado planta-sensor LabScanalyzer (LemnaTec GmbH, Aachen,
Alemania) a través de imagenes RGB (luz visible) (Yang et al., 2014, citado por Yang et
al., 2020). Las imagenes se analizaron con el paquete de software de LemnaTec
(LenmaGrid, LemnaBase y LemnaMiner versidn 6.14). Los datos de los rasgos
morfométricos obtenidos con el software fueron: el area, la longitud entre las hojas mas
alejadas entre si (Caliper Length), la compacidad (Compactness) y la cobertura total del

area (Convex Hull Area).

Debido las dimensiones de la camara del LabScanalyzer, los tubos se cortaron a 25 cm

para introducirlos a la cAmara y capturar las imagenes.

6.4.5.2 Raiz

Después de separar las mitades unidas de los tubos y tomar las muestras de suelo, con

cuidado se retir0 el exceso de suelo con abundante agua corriente. Las raices se lavaron
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y se colocaron en charolas con agua para después ser escaneadas en un escaner Epson
perfection V750 pro y analizadas con el software WinRHIZO Pro (Régent Instrument Inc.,

Canada).
6.4.6 Materia frescay seca del vastago y raiz

Las plantas se cortaron desde la base de la raiz, separando la parte aérea y extrayendo
con agua corriente la raiz del suelo. Para obtener el peso fresco se peso el vastago en
una balanza analitica (SCIENTECH, SA 120, USA), sin embargo, el peso fresco de la
raiz se omitié por una posible absorcién de agua durante su extraccion, por lo que se

consideré que el peso fresco tendria sesgo.

Ambas partes de la planta se colocaron por separado en bolsas de papel a un horno de

laboratorio (Model 17, Thelco, USA) a 80 °C hasta alcanzar un peso constante.
6.4.7 Cuantificacion de azucares solubles del vastago y raiz

Para la cuantificacion de azlcares se utilizaron entre 20 y 30 mg de tejido vegetal
liofilizado por muestra de vastago y raiz. En un mortero se maceré cada una de las
muestras vegetales con 1 mL de etanol al 80 % en agua, el extracto acuoso se recolectd
en un vial de microcentrifuga (D3024, DLAB Scientific Inc., USA) y se agitd en un vortex.
Las muestras se calentaron a bafio maria a 80 °C durante 1 hora. Se dejaron a
temperatura ambiente unos minutos para posteriormente centrifugar a 314 RCF durante
10 minutos. Se extrajo la fraccién soluble en un vial nuevo y se almacend a 4 °C hasta

Su uso.

Con la pastilla obtenida se realiz6 una segunda extraccion, se adicion6 al tubo que
contenia la pastilla 300 yL de etanol al 80 %, se agitdé vigorosamente en un vortex y se
siguio el mismo proceso que la extraccidén anterior. Después de centrifugar, se extrajo el

sobrenadante, mezclandolo en el mismo tubo de la extraccion anterior.

Con la solucion acuosa del sobrenadante se cuantificaron los azucares solubles, cuya
técnica se basa en lo descrito por Viola y Davis (1992) y Scholes et al. (1994). Se

colocaron 200 L de la mezcla de reaccion en cada pozo de la microplaca, se afiadieron
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3 yL de la solucion acuosa obtenida de la muestra de tejido vegetal y 5 yuL de agua
destilada. Se afiadié 10 yL hexoquinasa a cada muestra contenida en la microplaca, las
muestras se leyeron en el espectrofotometro (Multiskan FC, ThermoFisher Scientific,
USA) a 340 nm, a esto resultados se consideraron como blanco. Después se incubo a
37 °C por 30 minutos, y para determinar la glucosa, a cada muestra se le afiadio 10 pL
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (0.03 U/ pL de amortiguador de mezcla reaccion),

se mantuvo a 37 °C otros 30 min y se ley6 a 340 nm.

El contenido de fructosa se determind después de agregar 20 pL de glucosa-6-fosfato
isomerasa (0.03 U/ pL de amortiguador mezcla de reaccién) a las muestras de la
microplaca, se mantuvieron a 37 °C por 30 min, se leyo a la misma longitud de onda. Por
ultimo, se determindé la sacarosa, después de adicionar 10 pL invertasa, las muestras se
mantuvieron a la misma temperatura que las anteriores lecturas durante 45 min, se leyo
a la misma longitud de onda. Para cuantificar cada azucar se utiliz6 una curva de
calibracion de glucosa a 5 mM (R?= 0.99), fructosa a 5 mM (R?= 0.97) y sacarosa a 5 mM
(R?=0.97).

6.4.8 Cuantificacion de almidén

La extraccion de almidon de tejidos del vastago y raiz se hizo a partir de la pastilla
resultante de la extraccion de azucares solubles, siguiendo la técnica de Boehlein et al.
(2018).

Al tubo de microcentrifuga que contenia la pastilla se le afiadié 500 uL de dimetilsulfoxido
(DMSO), se agitd en un vértex y se calento a ebullicion en bafio maria durante 30 minutos
para solubilizar el almidon. Posteriormente, de cada muestra de tejido se extrajeron dos
muestras de 100 pL cada una. A una de las muestras de 100 pL se le afiadio 450 pL de
buffer amiloglucosidasa (AMG) y a la otra muestra se le adhirieron 450 uL de buffer AMG

y 20 pL de enzima AMG (1 unidad de a-amilasa y 10 unidades de 3-glucosidasa).

Las reacciones fueron incubadas a 55 °C durante 12 h y posteriormente agitadas. Se
colocaron 7.5 pL de la muestra en una microplaca para tomar la primera lectura en un
espectrofotometro a 490 nm. Después de afadir la hexoquinasa, se incubd por 30

minutos a 37 °C, la placa fue leida en el espectrofotometro para obtener la segunda
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lectura. Después de agregar la enzima G6PDH, se incub6 30 minutos para tomar la tercer
lectura en el espectrofotometro. La concentracién de almidén por gramo de materia seca

se calculd a partir de una curva de calibracion estandar de glucosa.
6.4.9 Cuantificacion de prolina del vastago y raiz

Se siguio la técnica de Bates et al. (1973) para cuantificar la prolina del vastago y raiz

en tejidos liofilizados.

Se tomaron 5 mg de tejido del vastago y 15 mg de material vegetal de raiz. Cada muestra
se macer6 en un mortero con 5 mL de acido sulfosalicilico al 3%, posteriormente, el
macerado se filtré en un embudo con papel filtro Whatman No 1. Se tomaron 2 mL de la
muestra filtrada en un tubo de ensayo y se le adicionaron 2 mL de ninhidrina acida y 2
mL de &cido acético glacial. Las muestras se homogeneizaron en un vértex, para
posteriormente ser incubadas en bafio maria a 90 °C durante una hora. Inmediatamente
después del tiempo de incubacién se pusieron en agua fria para detener la reaccion. A
cada tubo se agregdé 4 mL de tolueno y se volvieron a agitar en un vértex para mezclar

las dos fases que se formaron.

Se extrajo muestra de la fase superior para la cuantificacion de prolina. La muestra se
leyd en un espectrofotometro (Evolution 300, Thermo Electron Corporation, USA) a 520
nm. La concentracién de prolina por gramo de materia seca se calculé a partir de una

curva de calibracion de prolina.
6.5 Anélisis estadistico

Los datos se analizaron en el programa estadistico InfoStat version 2018e como un

disefio completamente al azar. Se utilizd entre 3 y 5 repeticiones por variable.
Yij =Uu + T; + 5ij
Donde:

Yij = Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento
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Y = Media general
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento
&ij = Error experimental en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento

Se obtuvo ANOVA y comparacion multiple de medias a través de la prueba de Tukey con

un a=0.05. Las graficas se realizaron con el programa SigmaPlot 12.3.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Rompimiento de latencia de las semillas

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. EI mejor
tratamiento para eliminar la latencia de las semillas de A. ochroleuca fue el de &cido
giberélico a 103 M con un el 66 % de germinacién. La germinacién de las primeras
semillas se observé aproximadamente a los 10 d de inicio del tratamiento. El segundo
tratamiento con mayor porcentaje de rompimiento de latencia fue el acido giberélico con
una concentracion de 10# M; Los otros tratamientos no tuvieron efecto en el rompimiento

de la latencia.
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Figura 3. Cinética de germinacién en porcentaje de semillas de Argemone ochroleuca
Sweet. Cada punto es la media de cuatro repeticiones, cada repeticién consté
de 100 semillas + EE.

Baskin y Baskin (2004) definen la latencia de la semilla como aquella que no germina en
un periodo de tiempo especifico a pesar de estar bajo factores fisicos y ambientales que

son favorables para la germinacion. Un estudio realizado por Karlsson et al. (2003)
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sugirio que las semillas de Argemone presentan una latencia profunda y en la naturaleza
forman bancos de semillas que germinan después de varios afios de su liberacion de la

capsula.

El rompimiento de latencia puede ser promovido por las giberelinas, en cuyo proceso, el
acido giberélico degrada la proteina DELLA, lo que permite que GAMYB (regulador
genético) active los genes del a-milasa durante la germinacion de la semilla (Wang et al.,
2020). Después del rompimiento de latencia, las giberelinas se liberan del embrién de la
capa de aleurona, donde inducen la expresion de varios genes que codifican enzimas
hidroliticas (Jocobsen et al., 1995). Chauhan et al. (2019), reportaron que el AGs
promovié el porcentaje de germinacién, longitud de brotes y raices, peso fresco y seco

de avena en estrés salino.
7.2 Potencial de agua en el suelo

El balance entre el agua en el suelo y la planta es vital para que esta ultima tenga un
optimo desarrollo. Un potencial de agua bajo, determina respuestas negativas en la
morfologia y fisiologia de la planta (Kang y Wan, 2005). Por lo tanto, las diferencias del
potencial hidrico del suelo (Wasuelo) entre los tratamientos son cruciales para este
experimento, debido a que se podran analizar los efectos de esta variable en la

respuestas fisiolégicas y morfolégicas de Argemone ochroleuca.

En general, se observé diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05) entre
tratamientos en el potencial de agua del suelo en los tres estratos. En el tratamiento con
riego, en el estrato superior dicho potencial se mantuvo 0.0 y -0.1 MPa durante los 35
dias a partir del inicio de los tratamientos; mientras que en el tratamiento con déficit
hidrico varié desde 0.0 MPa a los cero dias del inicio del tratamiento hasta -2.0 MPa a
los 35 dias del inicio el déficit hidrico, la disminucion fue gradual y se mantuvo constante.

En el estrato medio, las diferencias fueron menores y se observaron después de los 21
dias después de la suspension del riego (DDSR); en el tratamiento sin déficit hidrico se
mantuvo superior a -0.01 MPa y en el tratamiento con déficit hidrico alcanzo6 -0.5 MPa a

los 35 dias después del inicio de los tratamientos. En el estrato inferior, se observo la
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misma tendencia que en el estrato medio, pero en el tratamiento con riego, el potencial
hidrico alcanzo los -0.25 MPa y en el tratamiento con déficit hidrico fue de -0.9 MPa
(Figura 4).
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Figura 4. Potencial de agua en el suelo en tres estratos A) 0-15 cm de profundidad, B)
45-60 cm de profundidad, C) 85-100 cm de profundidad en tubos de PVC de 100
cm en los tratamientos de riego y con déficit hidrico aplicados a Argemone

ochroleuca Sweet. Cada punto representa la media de cinco repeticiones + EE.

El estrato superior del suelo al que se le suspendio el riego presenté un menor potencial

hidrico debido a que al estar mas proximo a la atmosfera demandante de la camara,
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perdié agua por la evapotranspiracion y no se repuso por el tratamiento, caso contrario
al tratamiento en donde al agua se reponia mediante el riego. Lo anterior coincide con lo
consignado por An et al. (2018), quienes también encontraron potenciales hidricos
menores en las capas superiores del suelo. Asimismo, la disminucion del potencial
hidrico del suelo en las capas inferiores es debido a la extraccion de agua por las raices
(Satchithanantham et al., 2014). Stalham y Allen (2004) encontraron que la raiz de papa
en déficit hidrico extraia agua a mayor profundidad mientras que las plantas de riego

eran suministradas, a través de las raices, de capas superficiales.
7.3 Potencial hidrico, osmético y de turgencia del vastago

En el potencial de agua del vastago se observaron diferencias significativas (P< 0.05).
En el tratamiento con riego, el potencial de agua del vastago fue en promedio de -0.18
MPa; mientras que en el tratamiento con déficit hidrico fue de -0.25 MPa (Figura 5A).
Segun Hsiao (1973), ésta es una respuesta esperada en plantas que estan en deficiencia
hidrica, ya que el potencial de agua es un indicador del estado hidrico de la planta, en

otras palabras, es un indicador fisiologico del estrés hidrico.

Al igual que en el potencial hidrico del vastago, en el potencial osmatico del vastago
también se observaron diferencias significativas (P< 0.05). En el tratamiento con déficit
hidrico disminuyé 30% en comparacion con el de riego, obteniendo un promedio de -1.3
MPa en el tratamiento con déficit hidrico y -0.9 MPa en riego (Figura 5B). El aumento de
osmolitos protectores como es la prolina es un factor crucial en el descenso del potencial
osmoético (Osakabe et al., 2013), a este proceso también se le conoce como ajuste
osmatico, el cual Basu et al. (2016) definieron como la acumulacién de solutos en las
células cuando disminuye el potencial de agua, estos solutos ayudan a mantener la
turgencia de la planta. El ajuste osmético también se relaciona con la conservacion de la
conductancia estomatica, la fotosintesis, el contenido de agua en las hojas y el
crecimiento (Chaves y Oliveira, 2004), ademas aumenta la capacidad de la raiz para

absorber agua (Chimenti et al., 2006).

28
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Figura 5. Potencial hidrico (A), potencial osmético (B) y potencial de turgencia (C) del

vastago de Argemone ochroleuca Sweet con riego y con déficit hidrico. Cada

punto representa la media de cinco repeticiones * EE.

El potencial de turgencia del vastago tuvo un comportamiento diferente al potencial
hidrico y osmoético del vastago. En esta variable solo se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P< 0.05) a partir de los dias veintinueve dias después de
la aplicacién del estrés hidrico, disminuyendo 12% en comparacion con el testigo; la
maxima diferencia se alcanzé a los 35 dias DDSR, cuya disminucion del Wrde las plantas
con déficit hidrico fue del 49 % en relacion con el tratamiento de riego (Figura 5C). Este

resultado esta ligado con la disminucion del potencial osmético (Figura 5B) que al
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descender mantuvo constante el valor del potencial de turgencia, en otras palabras, el
aumento de osmoprotectores como la prolina ayudan a que el balance hidrico de la planta
se mantenga, evitando la deshidratacion de las células, resultando en la conservacion

de la turgencia del tejido foliar (Oraee y Tehranifar, 2020).

Al igual que los resultados obtenidos con A. ochroleuca, el estudio de Sanchez et al.
(2004) en Pisum sativum L. sometido a estrés hidrico obtuvo una correlacion significativa
entre el crecimiento de la planta, el ajuste osmético (acumulacion de azucares solubles
y prolina) y el mantenimiento de la turgencia de las hojas. De la misma manera, la
investigacion realizada por Mitchell et al., (2008) en 20 especies vegetales (género
Eucalyptus sp., Grevillea sp., Oleariak sp., Dryandra sp., Nuytsia sp., Casuarina sp.,
Allocasuarina sp., Isopogon sp., Beaufortia sp., Melaleuca sp., Petrophile sp., Hakea sp.,
Santalum sp.) distribuidas en 3 comunidades, sugirié que el potencial hidrico de las hojas
y el mantenimiento del potencial de turgencia, ademas de las condiciones ambientales

(periodos de sequia), estan relacionadas con la estructura anatémica de la hoja.

7.4 Conductancia estomatica

Cuando hay deficiencia hidrica, la respuesta inmediata de las plantas para evitar la
pérdida de agua es el cierre de estomas (Basu et al., 2016). La conductancia estomatica
(gs) de las plantas que estuvieron en riego (Figura 6) se mantuvo con variaciones
superiores a 80 mmol m s1. Mientras que la gs de las plantas que estuvieron en estrés
disminuy6 drasticamente a los 7 DDSR, la disminucion fue constante hasta alcanzar un
valor minimo promedio (n=5) de 22 mmol m? s a los 25 dias después de la suspension
de riego. Cabe mencionar que a partir del dia 17 DSR los valores oscilaron entre 22 mmol
m2 s a 35 mmol m? s, es decir, que a pesar de estar varias semanas sin riego no se
detuvo el intercambio de gases. Estadisticamente hubo diferencias significativas
(P<0.05) entre la conductancia estomatica entre las plantas de riego y déficit hidrico.

El mantenimiento de la conductancia estomatica podria ser debido a la humedad
presente en los estratos inferiores del suelo, a la cual la planta tuvo acceso por medio de

las raices (Salehi-Lisar y Bakhshayeshan-Agdam, 2016). El experimento de Hepworth et
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al. (2016), en Arabidopsis thaliana con modificaciones en la densidad estomatica, mostro
una relacion entre el aumento y reduccion de la conductancia y densidad de estomas
con el aumento y reduccion del crecimiento del sistema radical, respectivamente. Lo que
sugirié un equilibrio en la absorcion y pérdida de agua mediante la regulacién de los

estomas y la raiz.
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Figura 6. Conductancia estoméatica de Argemone ochroleuca Sweet en riego y con déficit
hidrico en el suelo. Cada punto representa la media de cinco repeticiones + EE.

Las lineas punteadas indican los muestreos.

Aunado a la elongaciéon de raices, las plantas disminuyen la pérdida de agua por
transpiracion mediante la reduccion del tamafio de las hojas, asi como la disminucién del
namero y tamafio de los estomas, ademas de adaptaciones en la anatomia de la hoja
(Basu et al., 2016). La investigacion de Xu y Zhou (2008) con Leymus chinensis
corroboran estos datos, ellos sometieron a L. chinensis a estrés hidrico moderado y

severo y encontraron una correlacion significativa entre el area foliar especifica con el
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numero y tamafio de estomas, ademas de un efecto positivo entre la conductancia
estomatica, la tasa neta de asimilacion de CO: y la eficiencia del uso del agua. Sin
embargo, lo mas importante es la apertura y cierre de estomas, que no solo es controlado
por la presion de turgencia en las células guarda (Osakabe et al., 2014), sino también
por la condiciones ambientales (luz, humedad, temperatura, etc.) (Damour et al., 2010)
y la produccién de acido abscisico (ABA) (Osakabe et al., 2013).

El ABA no solo interviene en la regulacion de las células guarda y la transpiracién, en las
angiospermas juega un papel importante en el control del ajuste osmatico, el cambio de
tamafo en las hojas, densidad y tamafio de los estomas y el desarrollo de las raices
(Negin y Moshelion, 2016).

Con los resultados obtenidos podemos deducir que Argemone ochroleuca posee
eficiencia en el uso del agua con relacion al desarrollo de su raiz, es decir, que existe
una correlacion entre las estrategias del ahorro del agua en la parte aérea (vastago) y el

agua obtenida por las raices durante el déficit hidrico.
7.5 Fenotipado
7.5.1 Vastago

El fenotipado de plantas a partir del analisis de imagenes detecta y cuantifica los rasgos
de las plantas de forma no destructiva, usando herramientas de computacion,
teledeteccién, biologia y estadistica, centrandose en las aspectos estructurales y
morfol6gicos para calcular fenotipos 2D y 3D (Das Choudhury et al., 2019).

Para evaluar el efecto del estrés por sequia en la morfologia de A. ochroleuca se sigui6
el crecimiento del vastago desde la suspension del riego hasta la culminacion del
experimento a través de imagenes RGB (luz visible), obtenidas de la plataforma de
fenotipado planta-sensor LabScanalyzer, ya que este formato de imagen es el utilizado
para medir rasgos morfomeétricos, biomasa y crecimiento de la planta (Yang et al., 2014,
citado por Yang et al., 2020).
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Los datos de los rasgos morfométricos obtenidos con el software de LemnaTec
(LenmaGrid, LemnaBase y LemnaMiner) se obtuvo el area, la longitud entre las hojas
mas alejadas entre si (Caliper Length), la compactacion (Compactness), es decir, la
relacion entra la densidad y la arquitectura de la planta (Rahaman et al., 2017) y la
cobertura total del area (Convex Hull Area) (Cuadro 1). El area promedio de las plantas
gue estuvieron en déficit hidrico fue 0.7 % menor que las que estuvieron con riego (1
293.3 mm? per pixel y 1 283.6 mm? per pixel, respectivamente). Lo mismo ocurri6 en la
longitud de las hojas, las plantas con riego fueron ligeramente mas grandes que las
plantas en déficit hidrico, la diferencia fue del 4 %. La compactacion promedio del vastago
en condiciones de riego tuvo un valor de 0.4194, mientras que el valor del vastago con
déficit hidrico fue de 0.4193, la diferencia entre ambos fue del 0.5 %. La cobertura total
del &rea sigui6 el mismo patrén, el vastago en riego tuvo un valor promedio de 164 067
cm?, mientras que el vastago en déficit hidrico tuvo 163 489 cm?. Ninguna variable
medida en el fenotipado tuvo diferencias estadisticamente significativas en las plantas

en riego y en déficit hidrico.

Sin embargo, cabe mencionar que la biomasa digital (datos numeéricos) obtenida con las
imagenes y analizada con el equipo de fenotipado difiere de la biomasa real, es decir,
datos obtenidos con el peso fresco y peso seco, ya que la biomasa digital indica que las
plantas que estuvieron en sequia fueron mayores que las que estuvieron en riego. Asi
mismo es necesario mencionar que debido a la magnitud de las plantas que estuvieron
en riego, las hojas de estas se tuvieron que cortar por la mitad a partir del cuarto
muestreo, no asi las plantas en sequia, que se cortaron en el sexto muestreo, para que
estuvieran dentro de los parametros de reconocimiento y analisis del software. Esta
alteracion en la arquitectura del vastago podrian explicar los valores numéricos atipicos

obtenidos con el software de fenotipado.

No obstante, Das Choudhury et al. (2019) sefialaron que el calculo de fenotipo a partir
de imagenes en 2D es propenso a errores, ya que depende de la vista, enfoque y del
zoom de la camara fotograficas, asi como de la iluminacion y posicion de la planta, de
igual manera, mencionaron gue la planta al ser una estructura 3D al ser proyectada como

2D se pierde informacion. Mishra et al. (2020) también recalcaron la importancia que
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tiene la iluminacion en la captura de imagenes, debido a que puede limitar el alcance
para el analisis del fenotipo, puesto que, los efectos de la luz interaccionan

negativamente con la compleja geometria de la planta.

A partir de las imagenes RGB se observo un crecimiento constante del vastago que, a
los 30 dias del trasplante de las semillas germinadas, es decir, durante el primer
muestreo, las plantulas tenian entre 3 a 5 hojas, sin contar las hojas cotiledonales (Figura
7). Conforme avanzaron las semanas y los muestreos se observaron mayores
diferencias entre las plantas que estuvieron en riego y las que estuvieron en déficit
hidrico, las principales diferencias se mostraron en el nimero y el tamafio de las hojas.
Cabe mencionar que a partir de los 22 DDSR se registré (de manera visible) un cambio
de coloracién a un verde mas oscuro (glauco) en las hojas de riego (Figura 7G), en las
plantas en déficit hidrico este cambio se observé a los 27 DDSR (Figura 7J).

Segun Bassu et al. (2016), las plantas que crecen en ambientes aridos pueden
desarrollar rasgos que le permiten reducir la pérdida de agua. Una de estas adaptaciones
es la reduccion del tamafio y nimero de las hojas, como se apreci6 en las imagenes
obtenidas de los vastagos de A. ochroleuca en déficit hidrico (Figura 7D, 7F, 7H, 7J, 7L)
y los datos obtenidos en el peso fresco y seco del vastago (Figura 10A y B). Los cambios
en el tamafo de las hojas, aunado con la actividad estomatica, son mecanismos de
adaptacion que ayudan a las plantas a evitar la sequia al reducir la pérdida de agua por
medio de la traspiracion (Hsiao, 1973).

Esta caracteristica de reduccion del tamafio de las hojas en plantas con estrés hidrico se
observo en olivo (Olea europea L. var. ‘Chemlali’ y ‘Meski’) que redujeron el tamafio de
sus hojas 24 y 15 % (Ennajeh et al., 2010). Otro cultivo que se ve afectado por la sequia
es el arroz, que segun Farooq et al. (2010), la sequia redujo (en el cultivar inca IR64 y
cuatro lineas casi isogénicas) el numero de hojas, el area foliar, la biomasa, la altura,
entre otras variables. Asimismo, Bernal et al. (2011) reportaron que la sequia redujo el
crecimiento de Erica multiflora y Globularia alypum, sugiriendo que también se afecta la

fenologia de ambas plantas.

34



Cuadro 1. Caracteres morfométricos del vastago en riego y déficit hidrico de Argemone
ochroleuca Sweet. Los datos son la media de 5 repeticiones £+ DE. No se
encontraron diferencias significativas (P<0.05, Prueba de Tukey) en medias con

la misma letra en superindice.

Muestreo  Tratamiento Area (mm2 Caliper Compactness Convex Hull
per pixel)  Length Area

Muestreo 1 Riego 6002 4482 0.37182 910522
+55 +17 +0.0403 +5944

Déficit hidrico 6002 4482 0.37182 910522
+55 +17 +0.0403 +5944

Muestreo 2 Riego 10432 5182 0.38422 1517872
+230 +6 +0.0427 +21938

Déficit hidrico 11762 4134 0.44032 1554482

+149 +230 +237.4583 +18731

Muestreo 3 Riego 1094 2 5252 0.36742 1664992
+267 +11 +0.0310 +33258

Déficit hidrico 13662 5202 0.46722 1710494

+104 +15 +0.0168 +14652

Muestreo 4 Riego 14722 5312 0.43532 188694 @
+281 +2 +0.0527 +15955

Déficit hidrico 17352 5292 0.48562 200868 2
+144 +3 +0.0429 +1804

Muestreo 5 Riego 18742 5322 0.51812 2031802
+230 +3 +0.0573 +5303

Déficit hidrico 14172 5332 0.41722 188684 2

+372 +2 +0.0754 +19590

Muestreo 6 Riego 16752 5322 0.46032 2045162

+108 +1 +0.0286 +814
Déficit hidrico 14082 5312 0.36892 1939592
+152 +1 +0.4099 +14884
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Figura 7. Imagenes RGB del fenotipo del vastago de Argemone ochroleuca Sweet con
riego y déficit hidrico. Vastagos al inicio del experimento (A'y B); plantas en riego
los dias 8 (C), 15 (E), 22 (G), 29 (I) y 35 (K); plantas en déficit hidrico los dias 8
(D),15 (F), 22 (H), 29 (J) y 35 (L) después de la suspension de riego.



Otro rasgo en la morfologia de las plantas en sequia es el endurecimiento de las hojas
(esclerdfila), es decir, que la planta en déficit hidrico tiene hojas duras, coriaceas y
pequefias (Aroca, 2012). El recubrimiento de una capa cerosa en la cuticula, ademas del
color de la hoja, asi como el enrollamiento de esta esta estrechamente relacionado con
el ahorro de agua por medio del intercambio de gases y la recepcion de luz (Timmusk et
al., 2013). Asimismo, Maréchaux et al. (2015) relacionaron la dureza de las hojas de
arboles de un bosque amazdnico con la conservacion del potencial de turgencia durante

el periodo de déficit hidrico.

El experimento realizado por Mulroy (1979) en Dudleya brittonii indicé que la
caracteristica glauca de las hojas es responsable de la reflectancia de la radiacion
ultravioleta, ademas de la luz visible e infrarroja. Johnson et al. (1986) mostraron que la
linea glauca de trigo (Triticum turgidum L. durum group) tuvo mayor rendimiento en
condiciones de sequia a comparacion de la linea no glauca (T. aestivum L.), esto se debe
a que la cera de la linea glauca aumento la reflectancia de la radiacidn fotosintética. Es
decir que, en sequia esto permite una menor absorcién de radiacién, lo que podria
disminuir la temperatura y reducir el mecanismo de enfriamiento, llevado a cabo por la
transpiracion, ademas de una sobreexcitacion en el fotosistema Il (Ramalho et al., 2000;
Sanchez et al., 2001). Para comprobar estas conjeturas es necesario realizar
experimentos detallados en la anatomia y fisiologia de la hoja, asi como un fenotipado
fisiolégico con imagenes infrarrojas, fluorescentes o hiperespectrales.

7.5.2 Raiz

En comparacién con el fenotipado del vastago, las raices siguen siendo un obstaculo
para la fenémica por el dificil acceso para su completa extraccién y visualizacién, aunado
a esto, alin no existe un protocolo establecido para el correcto analisis del sistema radical
(Takahashi y Pradal, 2021). Dentro de los multiples métodos tradicionales y modernos
del estudio de raices, la técnica que consta de extraccion del cepellén de suelo que,
aunque sigue siendo utilizada para estimar la distribucion del sistema de raices, es
limitado ya que solo proporciona imagenes parciales de las raices y no se puede estimar

la arquitectura del sistema radical completo (Wasson et al., 2012). Sin embargo, segun
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Teramoto y Uga (2020), una fendmica de raices con mayor precision se puede obtener
con el uso de contenedores (en inglés monolith), donde se delimite el desarrollo de las

raices.

En este experimento, las raices se desarrollaron en tubos de PVC de 100 cm de largo y
7.6 cm de diametro; por lo tanto, A. ochroleuca al tener una raiz pivotante tuvo espacio
suficiente para el crecimiento y desarrollo de su parte subterranea, como se puede
observar en la Figura 8, donde se muestran las imagenes de la raiz desde el primer
muestreo (30 dias después del trasplante de semillas germinadas y suspension del riego)
hasta el sexto muestreo (35 DDSR). A pesar de que la longitud total del sistema radical
(Figura 9A) y el area (la biomasa total estimada con el software de fenotipado de raiz:
WinRhizo) (Figura 9B) no tuvieron diferencias en riego y déficit hidrico, se observo
visualmente el efecto del déficit hidrico en la longitud (Figura 9C) y diametro de la raiz

(Figura 9D) de las plantas que estuvieron en déficit hidrico.

Lobet et al. (2011) definieron el sistema radical desde la perspectiva fenomica como una
coleccion de raices conectadas que representan un conjunto de segmentos unidos, de
modo que su fenotipado (usualmente analizado en imagenes 2D) se realiza a partir de
coordenadas de pixeles, siguiendo un nivel gris u otro color, que delimita la raiz, para
convertirlo en atributos biologicos, intuyendo la biomasa digital (el diametro y la
orientacion de los segmentos de las raices, asi como la distancia y composicién de los
segmentos, en otras palabras, su posicion topolégica. Cabe mencionar que el fenotipado
en imagenes 2D es propenso a errores ya que depende mucho de la colocacion de la
muestra (separacion de raices, es decir, raices agrupadas y cruces), asi como de la
visibilidad y resolucion de la camara, contraste y ruido de fondo, sin embargo, la
utilizacion de un escaner de camara plana y trasparente mejora los resultados, ya que
se obtienen imagenes de alta resolucion, lo que permite una estimacién cercana de la
biomasa (diametro, longitud, ramificaciones) y orientacion real de la raiz (Lobet et al.,
2011; Atkinson et al., 2019; Das Choudhury et al., 2019). Por lo tanto, podemos deducir
gue nuestros resultados son una estimacion muy cercana del sistema radical que

presenta Argemone ochroleuca en condiciones naturales.
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Las diferencias en la longitud de raiz entre ambos tratamientos se observaron a partir de
los15 dias después de la suspension del riego. La raiz principal de las plantas que
estuvieron en déficit hidrico fue 32 % més larga que las raices de las plantas que se
mantuvieron en riego, este también fue el valor maximo registrado. En los siguientes
muestreos la raiz principal de las plantas con déficit hidrico fueron 15 % (a los 22 y 29
DDSR) y 8 % (a los 35 DDSR) mas largas que el testigo (Figura 9C). Sin embargo, cabe
mencionar que las raices en ambos tratamientos alcanzaron mas de 2 metros a los 35
DDSR. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la longitud de

raiz entre riego y déficit hidrico.

La elongacion del sistema radical de una planta hacia sustratos mas profundos cuando
se encuentra en déficit hidrico permite la absorcion de agua de capas subterraneas, esto
se debe al ajuste osmaético que se da en las raices (meristemos radicales) permitiendo
gue con el aumento de turgencia la raiz siga creciendo (Taiz y Zeiger, 2006); en soya
(Glycine max) se documentd que el estrés por sequia estimuld el crecimiento de las
raices, cuya elongacion dependié de la etapa fenoldgica de la planta y la profundidad del
suelo (Hoogenboom et al., 1987), del mismo modo, la raiz de la papa (Solanum
tuberosum) se extendié a capas mas profundas cuando la planta estuvo en déficit hidrico
(Joshi et al., 2016).

El engrosamiento de las raices puede ser debido al aumento de fibrosidad, es decir, a
un desarrollo mayor del parénquima o aerénquima cortical de la raiz, lo que aumenta su
rigidez, por lo que muchos autores relacionan esta cualidad con la capacidad para
penetrar capas mas profundas, duras y secas del suelo, asi como la reduccion de los
costos metabdlicos de la planta (Nguyen et al., 1997; Clark et al., 2008; Chimungu et al.,
2015). Esta caracteristica de la raiz permite a la planta mejorar la profundidad de las
raices y la captura de agua; por lo tanto, mejorar las funciones fisioldgicas de la planta.
Asi mismo, se ha documentado que las raices laterales, las cuales tienen que ver con la
plasticidad fenotipica del sistema radical, pueden seguir un patron de desarrollo a partir
de la disponibilidad de agua, como es el caso de Arabidopsis, maiz, cebada y arroz (Babé
et al., 2014; Bao et al., 2014).
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Figura 8. Fenotipo de la raiz de Argemone ochroleuca Sweet desarrollada con riego y
con déficit hidrico. Raices al inicio del experimento (A y B); raices de plantas en
riego los dias 8 (C), 15 (E), 22 (G), 29 (1) y 35 (K); raices de plantas en déficit
hidrico los dias 8 (D),15 (F), 22 (H), 29 (J) y 35 (L) después de la suspensién de
riego.

40



o —

Dias después de la suspension de riego

300

—8— Riego

250 1 —O— Déficit hidrico

200 +

150 -

100

Longitid de raiz principal (cm) O
g

o

40

A

€

o

§ 2000 ~ —@— Riego

"CEG —O— Déficit hidrico

< 1500 -

£

g

%)

21000 -

©

°

T 500 -

S

S

= 0 T T T 1
g 0 10 20 30
o

a

0 10 20

Dias después de la suspensiéon de riego

30

40

Area (cm?2)

=

Diametro de raiz (cm)

500 ~

400 ~

300 -~

200 ~

100 A

—@— Riego
—O— Déficit hidrico

0 10 20 30 40

Dias después de la suspension de riego

0.04 -

0.03

0.02

0.01

0.00

—&— Riego
—O— Déficit hidrico

0 10 20 30 40

Dias después de la suspension de riego

Figura 9. Longitud total del sistema radical (A), densidad total del sistema radical (B),

longitud de la raiz principal (C) y diametro de la raiz principal (D) de raices de

Argemone ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con déficit hidrico. Cada

punto representa la media de 5 repeticiones + EE.

Los resultados obtenidos del fenotipaje de raiz de Argemone ochroleuca son similares a

los obtenidos por Faye et al. (2019) en Pennisetum glaucum L., una planta que al igual

gue A. ochroleuca es capaz de soportar condiciones secas. Estos investigadores

encontraron a traves del fenotipado que el crecimiento de la raiz de P. glaucum depende

de la disponibilidad de agua, reduciendo el crecimiento de raices laterales en las capas
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superiores secas del suelo, alargando la raiz a estratos mas profundos. Asi mismo,
encontraron que en los primeros dias después de la aplicacion del estrés no hubo
cambios significativos entre las raices de plantas testigo y estrés hidrico, los cambios
significativos se observaron después de los 31 dias, tanto en longitud como didmetro de

la raiz principal.

Sin embargo, estas respuestas del sistema de raices no es general en todas las plantas,
ya que se ha demostrado que el déficit hidrico reduce el crecimiento y biomasa fibrosa
del sistema radical en plantas como algodén, Acacia soligna, populus y aguacate (Ball et
al., 1994; Shao et al., 2008). Por lo tanto, podemos suponer que el sistema radical de
Argemone ochroleuca es un elemento clave para que pueda sobrevivir en entornos

ambientales con disponibilidad de agua limitada.
7.6 Peso fresco y seco del vastago, peso seco de la raiz

El crecimiento de A. ochroleuca se ve reflejado en el peso fresco y peso seco del vastago.
Ambos tratamientos experimentaron un crecimiento exponencial, sin embargo, las
diferencias del 33 % entre ambos tratamientos se registraron a partir de los 15 dias
después de la suspension del riego. El peso fresco (Figura 10A) de las plantas con riego
incrementd entre 30 y 40 % con relacion a las plantas en déficit hidrico, por lo que hubo

diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05).

Los valores de peso seco (Figura 10B) siguieron una tendencia similar a la del peso
fresco. El estrés por déficit hidrico disminuyd 21 % del peso seco total promedio de las
plantas en comparacion al de las plantas testigo, la mayor disminucion fue en el tercer
muestreo, cuya reduccion fue del 45 % en las plantas con déficit en comparacion con las
de riego. En los siguientes muestreos, el peso seco de las plantas con estrés disminuyo
entre el 11 y el 25 %. La variable de peso seco no tuvo diferencias estadisticamente
significativas (P> 0.05), por lo tanto, no se encontraron diferencias en el peso seco
probablemente esto se deba a que el tiempo de sequia fue corto, de modo que la
produccion de fotoasimilados no fue diferente entre tratamientos, ya que comunmente

son afectados por la restriccion hidrica (Patterson, 1995).
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La reduccion del area foliar en una respuesta comun de las plantas al déficit hidrico, el
motivo principal de esta respuesta se debe a la compactacion de las células y a la
elasticidad de paredes celulares, asi como la disminucién de la division y diferenciacion
celular (Kramer, 1983; Taiz y Zeiger, 2006). La reduccion del crecimiento esti
estrechamente relacionada con la eficiencia del uso del agua, la cual se define como “la
relacion entre la acumulacion de materia seca y el consumo de agua durante cierto
tiempo” (Shao et al., 2008).

En el experimento realizado por Oraee y Tehranifar (2020) en Viola x wittrockiana ‘Swiss
Giants Rhinegold’ desarrollado en diferentes niveles de déficit hidrico (40, 60 y 80 % de
humedad aprovechable), la mayor disminucion del peso seco se registré en el
tratamiento con déficit hidrico mas severo (40 % de humedad aprovechable). Los
resultados obtenidos por Liu et al. (2011) en Salvia miltiorrhiza en tres niveles de estrés
hidrico (70, 50 y 40 % de humedad aprovechable) fueron similares, reportando que el

estrés hidrico disminuyé entre un 30 y 40 % el peso seco de la planta.

Un hecho relevante es que después de la pérdida de agua en las hojas, se esperaria que
el peso seco en las plantas que estuvieron en estrés fuera mucho menor que el de las
plantas sin estrés, tal como ocurrié en el peso fresco, sin embargo el peso seco en los
dos tratamientos fue muy similar. Este resultado podria ser debido a una acumulacién de
constituyentes fibrosos y hemicelulosa en las paredes celulares en las hojas de las
plantas con estrés (Rascio et al., 1990) o tal vez a adaptaciones morfo-anatbmicas como
un aumento en el grosor del parénquima empalizada, o que podria contener un mayor
namero de sitios de fijacion de CO2 (Ennajeh et al., 2010). Para verificar estas hipotesis
se sugiere realizar analisis especializados en la anatomia de la hoja, para asi poder
demostrar los cambios que se producen como respuesta a la sequia.

Se observo un aumento del 29 % en el peso seco de las raices con déficit hidrico en
comparaciéon con las raices en riego a los 22 DDSR. En los siguientes muestreos las
raices en sequia aumentaron entre 25 y 47 %. Sin embargo solo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P <0.05) en el peso seco de raiz entre riego
y déficit hidrico a los 35 DDSR.
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Figura 10. Peso fresco del vastago (A), peso seco del vastago (B) y peso seco de la

raiz (C) de Argemone ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con déficit

hidrico. Cada punto representa la media de 5 repeticiones + EE.

El estrés hidrico en el suelo pudo ser un factor importante en el aumento del peso seco

de las raices (Figura 10C) de las plantas que estuvieron en déficit en comparacion de las

gue estuvieron en riego. Los resultados obtenidos concuerdan con el potencial hidrico

del suelo (Figura 4) y el fenotipado de raices (Figura 8 y 9), es decir, entre mas
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prolongada fue el déficit hidrico, menor fue el potencial hidrico en el sustrato superior,

por lo tanto las raices crecian para explotar estratos con agua disponible.

Al igual que la reduccién de la parte aérea de la planta como estrategia para la pérdida
de agua, el crecimiento (longitud, densidad y grosor) de raices es una caracteristica
importante para el aprovechamiento de agua disponible (Shao et al., 2008), es decir, para
resistir la sequia las plantas desarrollan un sistema de raices profundo para acceder a
agua de sustratos profundos (Hsiao, 1973). Un ejemplo son los resultados obtenidos por
Lima (2016) con Crotalaria retusa, Waltheria indica y Commelina benghalensis que
presentaron una acumulacion mayor de materia seca radical en condiciones de déficit

hidrico en comparacion con el control.

La distribucion de la materia seca al vastago fue diez veces mayor que la de las raices
de las plantas que estuvieron en condiciones éptimas de humedad, mientras que las
raices de las plantas en déficit hidrico tuvieron una distribucién de materia seca de 18 a
21 % mayor que el vastago. Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan con lo sefialado
para las plantas resistentes a sequia: “la limitacion de la produccion de hojas y la
reducciéon del aumento del &rea foliar, asi como el engrosamiento y alargamiento de

raices se considera la primera defensa contra la deficiencia de agua” (Lima, 2016).
7.7 Cuantificacion de azucares solubles: glucosa, fructosa y sacarosa

La acumulacién de solutos compatibles, como glucosa, fructosa (monosacaridos) y
sacarosa (disacarido) es una respuesta fisiolégica de las plantas para hacer frente al
estrés hidrico; estos compuestos poseen un bajo peso molecular bajo y pueden
acumularse sin causar dafio en el metabolismo de la planta. Ademas, influyen en la
regulaciéon y el ajuste osmotico, actuando como osmoprotectores, es decir, que al
acumularse aumentan la presion osmética celular, mantienen el gradiente de absorciéon
de agua en la célula (remplazan el agua en la superficie de proteinas, complejos de
proteinas o membranas) e influyen en la absorcion de agua por medio de las raices (Lisar
et al., 2012; Salehi-Lisar y Bakhshayeshan-Agdam 2016).
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Se observé un aumento de glucosa entre 20 a 34 % en las plantas con déficit hidrico a
partir de los ocho dias después de la aplicacion del estrés (Figura 11A). La acumulacion
de glucosa en las plantas en déficit fue de manera exponencial, obteniendo el maximo
valor registrado de 145.4 umoles g* de peso seco a los 22 DDSR, después de este
muestreo hubo una disminucion en el contenido de glucosa. Las plantas testigo también
tuvieron un incremento exponencial en el contenido de glucosa, alcanzado una
acumulaciéon méaxima de 108.3 umol g* de peso seco a los 29 DDSR. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P< 0.05) entre tratamientos.

En el estudio publicado por Sanchez et al. (1998) en 49 cultivares de guisantes, la
concentracion de azucares solubles (glucosa) aumentaron entre 1.5 a 7 veces en
comparacién con el testigo, lo cual se correlacion6 positivamente con el ajuste osmaotico
y el mantenimiento de turgencia de las hojas. De la misma manera, Nio et al. (2011)
reportaron que en trigo en condiciones de déficit hidrico hubo un aumento en la
concentracion de glucosa tanto en las plantas testigo como en las estresadas, esta Ultima
obteniendo valores tres veces mas altos que la primera. En este experimento se reportd
que la glucosa represento el 21 % de los solutos compatibles investigados en el ajuste

osmotico, un porcentaje igual al de la prolina.

Ademas de su actividad osmoprotectora, la glucosa interviene en el desarrollo y
crecimiento de las plantas, al igual que en los procesos metabdlicos como la respiracion
y transporte de electrones en la mitocondria, la regulacion en la biosintesis de ABA,
produccion de energia y formacion de radicales de oxigeno (Munns y Weir, 1981; Koster
y Leopoid, 1988; Cheng et al., 2002; Kim et al., 2004).

La concentracion de fructosa (Figura 11B) en las plantas que estuvieron en estrés hidrico
también tuvo un aumento (12%) en comparacién de las plantas testigo a partir de la
primer semana después de la aplicacién del tratamiento de déficit hidrico. Sin embargo,
se registré un descenso de 4 % a los 29 DDSR, esto puede ser debido a un error humano
al momento de la recoleccion o durante el analisis de este monosacarido, asimismo, el
metabolismo es dinamico y puede variar de acuerdo con las condiciones ambientales

gue se presentan. El contenido promedio de fructosa en plantas estresadas fue de 104.5
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umoles g* de peso seco. Al igual que la glucosa, la fructosa mostré un incremento, no
obstante el contenido de la fructosa de las platas testigo fue inferior que las plantas con
estrés, obteniendo un promedio de 73.4 pmo g de peso seco. Estadisticamente hubo
diferencias significativas entre ambos tratamientos (P< 0.05).

La fructosa ademas de ser un soluto compatible, es decir, que interviene en el ajuste
osmotico, se ha reportado que posee propiedades involucradas en la proteccion
antioxidante (no enzimatico) de las hojas (Bogdanovi¢ et al., 2008); sin embargo, los
autores también mencionan que el papel de los azucares (glucosa y fructosa) ain no es
claro en el metabolismo redox en las plantas. La fructosa también tiene la capacidad de
formar fructanos, compuesto que al igual que el almidon y la sacarosa es un carbohidrato

de reserva (Lasseur et al., 2006)

En las investigaciones de acumulacion de azucares en plantas en estrés hidrico, la
fructosa muestra un incremento considerable en comparacion a las plantas testigo. Nio
et al. (2011) reportaron un aumento gradual de este monosacérido en trigo sometido a
estrés hidrico, no obstante, fue mucho mas bajo que la acumulaciéon de glucosa. Los
resultados de Aydinsakir et al. (2013) obtenidos en maiz en déficit hidrico mostraron un

aumento en el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa.

La concentracion de la sacarosa fue menor en comparacion a los otros dos azucares
solubles (Figura 11C). Las plantas que estuvieron en estrés hidrico tuvieron una
concentracion 19 % mayor de sacarosa que las planta control. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos.

Los resultados obtenidos en la acumulacion de sacarosa dan soporte a los estudios que
avalan que niveles bajos de sacarosa permiten un aumento en la concentracion de
azucares reductores, es decir, glucosa y fructosa, por medio de la hidrélisis de la
sacarosa por la invertasa (Farrant et al.,1993; Leprince et al., 1993; Nio et al., 2011), lo
gue permite suponer (por sus concentraciones altas) que estos monosacaridos son los
principales azucares involucrados en el ajuste osmotico. Ademas, la concentracion baja
de sacarosa puede ser debido a su utilizacion para la sintesis de otros compuestos o

actividades metabolicas (Kerepesiy Galiba, 2000).
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La sacarosa es un disacarido que ademas de ser un compuesto osméticamente activo,
mantiene los fosfolipidos de la membrana celular en la fase liquido-cristalina, de igual
manera previene cambios estructurales en las proteinas solubles (Kuhn y Grof, 2010).
Entre los carbohidratos solubles, la sacarosa es de particular importancia para las plantas
en estrés debido a su estrecha relacion con los procesos fisioldgicos como la respiracion,
sefalizacion y fotosintesis, afladiendo que este disacéarido es de facil metabolizacion
(Kerepesi y Galiba. 2000).

Con base en lo anterior podemos argumentar que los resultados obtenidos en la
acumulacion de azucares solubles estan relacionados con la reduccion del potencial
osmotico (Figura 5B), mantenimiento del potencial de turgencia (Figura 5C) y la

conductancia estomatica (Figura 6), al igual que la acumulacién de prolina (Figura 13A).

Las acumulacion de azucares en la raiz no fue tan alta como en el vastago. La cantidad
de glucosa (Figura 11D) fue 34 % mas elevada en las plantas con déficit hidrico en
comparacién con las del testigo, observandose el mayor incremento 8 dias después de
la suspension de riego, descendiendo en los posteriores muestreos. La glucosa en las
plantas con riego se mantuvo constante. Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (P<0.05) en la acumulacion de glucosa en la raiz de ambos tratamientos.

En el caso de la fructosa (Figura 11E), se observé un incremento del 47 % este
compuesto en las plantas con déficit hidrico, alcanzando un valor maximo de 96.8 umol
g* de peso seco a los 8 DDSR, sin embargo, se observé que al igual que la glucosa, la
concentracion disminuyé en los siguientes muestreos. Esta cantidad atipica en la
cuantificacion puede ser el resultado de mala praxis durante la recoleccion del material
vegetal o durante el analisis del compuesto, también es importante mencionar que el
material vegetal obtenido durante este muestreo fue escaso, por lo que el nimero de
repeticiones fue limitado. Se encontraron diferencias significativas (P< 0.05) entre la

concentracion de fructosa en las raices de plantas en déficit hidrico y con riego.

La sacarosa fue el azucar soluble con concentraciones superiores en comparacion a los
otros dos azucares (Figura 11F). Las raices en déficit hidrico tuvieron una acumulacion

38 % mayor de sacarosa que las raices control. Hubo diferencias estadisticamente
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significativas (P< 0.05) en la concentracion de sacarosa presente en las raices entre

ambos tratamientos.

Al igual que en el vastago, el ajuste osmotico en la raiz es un mecanismo de adaptacion
que le permite a las plantas que estaban bajo estrés mantener la absorcion de agua y el
crecimiento de las raices. Como se ha mencionado antes, los solutos compatibles como
la glucosa, fructosa y sacarosa, ademas de otras funciones (mantener la integridad de la
membrana, estabilizar la estructura de las proteinas y antioxidantes) desempefian el rol
de osmoprotectores (Van den Ende y Peshev, 2013; Kdnigshofer y Loppert, 2015). Estos
resultados se observan en el trabajo de Veldzquez-Marquez et al. (2015) en la raiz de
Zea mays L. en estrés hidrico, donde la acumulacion de glucosa, fructosa y sacarosa
comenzé a partir de las 24 horas después de aplicarle estrés, obteniendo cantidades
entre 120 y 180 pmol de azlcares solubles totales por gramo de peso fresco a las 72

horas.

Una acumulacién alta de sacarosa en las raices de las plantas en estrés hidrico se ha
relacionado con el crecimiento de la raiz por medio de la asignacion de mas carbono a
esta area (Nicolas et al., 1985; Freixes et al., 2002). Durand et al. (2016) lo explicaron
como el transporte y descarga de sacarosa en las raices, ya que durante el estrés hidrico
las plantas responden asignando mas carbono, en el cual el transporte de sacarosa esta
involucrado. Otra hip6tesis que puede explicar la concentracion mayor de sacarosa y
menor cantidad de glucosa y fructosa en las raices es la inhibicion o disminucién de la
actividad de la invertasa, la cual es la encargada de la hidrolisis de la sacarosa en glucosa
y fructosa (Konigshofer y Loppert, 2015), para comprobar estas hipotesis se recomienda
el andlisis mas detallado de azlcares solubles y otros compuestos bioquimicos

presentes en las raices de A. ochroleuca durante el estrés hidrico.

7.8 Cuantificacion de almidon

El efecto del estrés hidrico fue considerable en la acumulacién de este compuesto en las
hojas (Figura 12A), el almiddén en las plantas que estuvieron en estrés hidrico fue 85 %

superior a las hojas de las plantas que no tuvieron estrés. La cantidad maxima de almidén
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registrado fue a los 22 DDSR, con un 91 % mas de almiddn en las planta con déficit, sin
embargo, se registré6 un descenso de almidén a los 35 DDSR, no obstante a la
disminucion, este compuesto fue 79 % mayor en déficit hidrico. El contenido de almidén
en las plantas con estrés y sin estrés hidrico tuvieron diferencias estadisticamente

significativas (P< 0.05).

Con base a antecedentes se pueden plantear varias suposiciones sobre las elevadas
cantidades de almiddn en las hojas de Argemone ochroleuca, tomando como apoyo los

resultados obtenidos en la turgencia, conductancia estomatica y azucares solubles.

El almidon puede acumularse de manera transitoria debido a un desequilibrio temporal
(variacion estacional, crecimiento, etapa fenoldgica o estrés) (Savin y Nicolas, 1996;
Jordy, 2004). La investigacion de Ackerson (1981) indicé que las plantas de algodén
adaptadas a sequia mantuvieron la turgencia foliar, por lo tanto, se mantuvo la
fotosintesis activa, dando como resultado una acumulacion mayor de glucosa y 5 veces
mas cantidad de almidén que el control. Asi mismo se reportdé un agrandamiento 65
veces mayor en los granulos de almidon contenidos en los cloroplastos de las hojas de
plantas de algoddn adaptadas (Ackerson y Hebert, 1981). El almiddn foliar en manzano
también aumenté en déficit hidrico (Yang et al, 2019), a pesar de que los autores
mencionan que el resultado obtenido difiere a los reportados con anterioridad en
manzano, ellos creen que la diferencia podria deberse al método de tratamiento de estrés
hidrico, ya que sus especimenes de un afio habian experimentado estrés a corto plazo.

Asi mismo, la cantidad de almidén registrados en las hojas de plantas en déficit hidrico
pueden deberse a una alteracion enzimatica causada por el estrés y relacionada con el
metabolismo del almidén (Farooq et al., 2012), es decir, que puede haber una baja
sintesis y degradacion de almiddn lo que resulta en la acumulacion de este compuesto.
Se han identificado enzimas clave en la sintesis de almidén como: ADP-glucosa
pirofosforilasa (AGPasa), almidén sintasas, enzimas ramificadoras y desramificadoras,
también se ha vinculado a la proteina vegetal 14-3-3 en la acumulacion de almidon (Beck
y Ziegler, 1989; Sehnke et al., 2001; Zeeman et al., 2010).
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Thalmann et al. (2016) indicaron que los mutantes de Arabidopsis AMY3 y BAM1 que
expresan a-Amilasa y B-amilasa respectivamente, degradan el almidon a una velocidad
optima. Asi mismo, mencionaron que los mutantes que carecen de AMY3 y BAM1
(ausencia de los dos enzimas) no pueden movilizar el almidon de las hojas durante el
estrés; por lo tanto, se reduce la exportacion de carbono, afecta la acumulacion de
osmolitos y el crecimiento de la raiz. Asi mismo se ha relacionado positivamente la
actividad de la sacarosa sintasa en la acumulacion de almidén en los granos de arroz

sometida a estrés hidrico (Yang et al., 2003).

Otra posible explicacion puede ser debido a la conversion de la sacarosa en almidén
(comunmente en niveles altos) para almacenamiento a largo plazo en los amiloplastos
(Fincher, 1989). Estos resultados se observaron en el experimento de Capellades et al.
(1991), donde brotes de Rosa multiflora L. cv. Montse cultivados en cuatro
concentraciones de sacarosa, aumentaron el tamafio y la cantidad de almidén conforme
se aumentd la concentracion, mientras que los brotes en el medio sin sacarosa
carecieron de almidén. Otro ejemplo de este hecho ocurrié en vid (Vitis vinifera) sometida
a estrés hidrico, cuando las hojas redujeron la exportacion de sacarosa, el almidon se
acumulo (Pastenes et al., 2014).
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Figura 12. Concentracion de almidon en el vastago (A) y raiz (B) de Argemone
ochroleuca Sweet desarrollada con riego y con déficit hidrico. Cada punto
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La acumulacion promedio de almidon en las raices (Figura 12B) de las plantas que
estuvieron en déficit hidrico fue 1% mayor que las plantas que estuvieron en riego. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la acumulacion de almidén

entre ambos tratamientos.

Las raices al ser 6rganos sumideros/vertederos, es decir, de consumo o reserva de
energia, el almidon es metabolizado a sacarosa, cuyo objetivo es el crecimiento y
elongacion de las raices, asi como mantener la absorcion de agua por medio de estas
(Freixes et al., 2002). También se ha relacionado la acumulacién de almidén con los
cambios anatémicos en la raiz inducidos por el estrés hidrico, especificamente en la
acumulacion de almidén en la corteza parenquimatosa de la raiz, ya que se ha
descubierto que algunas especies resistentes a sequia poseen un aerénquima mas

denso en comparacion con plantas susceptibles (Singh et al., 2013).

Respecto a la cantidad de almidon cuantificado y al abrupto descenso del contenido de
almidon a los 35 dias DSR para las hojas y 15 dias DSR para la raiz, la hipbtesis
planteada es una acumulacion de almidon mientras la planta se encuentra en
condiciones Optimas, durante los primeros dias de estrés disminuyen la conductancia
estomatica y la fotosintesis, asi como la actividad enzimatica y cuando el déficit hidrico
se prolonga el almidén almacenado se vuelve a movilizar a través de la actividad
enziméatica para apoyar el metabolismo energético y el crecimiento de la planta. Sin
embargo, se necesitan analisis mas detallados y especificos para comprobar esta

hipotesis.
7.9 Cuantificacion de prolina

El contenido de prolina en el vastago de plantas de A. ochroleuca que estuvieron en riego
continuo (Figura 13A) se mantuvo constante durante todo el experimento. El contenido
varié de 0.920 umol g de peso seco en el primer muestreo a 2.015 uymol g* de peso
seco en el cuarto muestreo. El contenido de prolina en las plantas que estuvieron en
déficit hidrico se mantuvo constante hasta los 4 primeros muestreos, sin embargo, a

medida que se intensificd el déficit, el contenido aumento, de tal forma que a los 35 dias
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después de la suspension de riego, fue 84 % mayor con relacion al testigo, alcanzando

una acumulacién promedio de 9.18 ymol g de peso seco.

Estos resultados se relacionan con la mayoria de las variables hidricas, mayormente con
el potencial osmatico y el potencial de turgencia, ya que en el sexto muestreo se observo
un considerable incremento de osmolitos que redujeron el potencial osmoético y como
consecuencia el potencial de turgencia aumentd. Con estos resultados corroboran la

actividad osmoprotectora de la prolina.

Esta documentado que la acumulacion de prolina es una de las respuestas mas
frecuentes de plantas que estan en déficit hidrico. Este aminoacido usualmente se
encuentra en pequefias cantidades en plantas que se desarrollan en estado 6ptimo
(Blum 2017), como se evidencio con los resultados obtenidos en el tratamiento de riego.
Sin embargo, cuando la planta estd sometida a estrés, la prolina actia como
osmoprotector, evitando la deshidratacion de las células, manteniendo la turgencia del
tejido foliar y otras células metabdlicamente activas (Oraee y Tehranifar, 2020). Ademas,
la prolina acumulada proporciona energia para el crecimiento y desarrollo de la planta;
por lo tanto, interviene en la tolerancia del estrés (Chandrashekar y Sandhyarani, 1996).

En el estudio realizado por Oraee y Tehranifar (2020), cuantificaron el contendido de
prolina en hojas de Viola x wittrockiana ‘Swiss Giants Rhinegold’ sometido a déficit hidrico
(40, 60 y 80 % de riego a capacidad de campo), ellos encontraron que el contenido de
prolina fue mayor en estrés por sequia moderado y severo (2 a 2.7 ymol g de prolina de
peso fresco), sin embargo, cuando las plantas sometidas a 20 % de déficit fueron regadas
a capacidad de campo el contenido de prolina disminuyo hasta restaurar una cantidad

similar a la del testigo.

La investigacion realizada por Yamada et al. (2005) en Petunia hybrida cv. Mitchell
silvestre y transgénica (tolerante a sequia) sometidas a déficit hidrico también resulté en
la acumulacién de prolina. Sin embargo, la cantidad de prolina acumulada en petunia
transgénica fue de 1.5 a 3.5 veces mayor que la del testigo, cuya acumulacion registrada
fue de 0.00008 umol g* de peso seco.
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La acumulacién de prolina en las raices de las plantas que se mantuvieron en riego
estuvo entre 0.368 a 0.879 umol g de peso seco, obteniendo un valor promedio de 0.587
umol g* de peso seco (Figura 13B). En las raices de plantas en déficit hidrico la prolina
aumenté un 79 % (3.047) a los 22 dias después de la suspension de riego. La
acumulacién maxima promedio de las raices con déficit fue de 3.227 umol g* de peso
seco a los 35 dias DSR. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<

0.05) en el contenido de prolina de las raices entre ambos tratamientos.

Los resultados obtenidos en la acumulacion de prolina en la raiz se relacionan con los
valores del potencial hidrico del suelo en los estratos medio e inferior del tubo (-0.244 y
-0.358 MPa, respectivamente), ya que en el cuarto muestreo hubo diferencias
significativas en el potencial hidrico entre el tratamiento de riego y déficit hidrico (Figura
4).
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Figura 13. Contenido de prolina en el vastago (A) y raiz (B) de Argemone ochroleuca
Sweet desarrollada con riego y con déficit hidrico. Cada punto representa la

media de 5 repeticiones + EE.

En la investigacion de Ghaffari et al. (2021) en Beta vulgaris se reportdé un incremento de
prolina tanto en hojas como en raices en plantas en estrés hidrico severo, registrando
7.69 umol g* de peso fresco para hojas y 2.90 umol g de peso fresco para la raiz. Los

resultados obtenidos por Manivannan et al. (2007) en Helianthus annuus siguieron un
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patron similar, el estrés hidrico (60% riego a CC) provoc6 un aumento en el contenido de

prolina en las hojas y raiz.

La prolina es una elemento clave para enfrentar al estrés hidrico en las plantas, por tal
motivo se ha intentado obtener plantas resistentes a la sequia por medio de la
acumulacion de prolina. En la investigacion de Dobra et al. (2010), se sebreexpresaron
dos genes que sintetizan prolina, obteniendo como resultados el incremento de prolina
en tabaco sometido a estrés hidrico. Ellos encontraron que la prolina incrementé 100
veces Mas en estrés severo en las plantas transgénicas que en las testigo, registrando
una cantidad mayor en las hojas (entre 150 y 550 umol g de peso seco) y mas bajo en
las raices (< 25 ymol g de peso seco) obteniendo un efecto positivo sobre la tolerancia

del estrés.

En base a las investigaciones realizadas, podemos asegurar que, con una acumulacién
mayor de prolina, la planta mejora su tolerancia y resistencia al estrés hidrico.
Comparando el contenido de prolina de Viola x wittrockiana ‘Swiss Giants Rhinegold’,
Petunia hybrida cv. Mitchell, Beta vulgaris y Argemone ochroleuca se deduce que A.
ochroleuca tiene la capacidad de resistir déficit hidrico quiza mas severo y prolongado

gue la de este experimento.
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VIlIl. CONCLUSIONES

La respuestas fisiologicas de Argemone ochroleuca Sweet durante la etapa vegetativa
indicaron que el estrés hidrico disminuy6 la conductancia estomética, el potencial de
agua y el potencial osmoético del vastago 8 dias después de la suspension de riego,
resultados que concuerdan con la reduccion del potencial hidrico del suelo. Asimismo, la
acumulacion de osmoproctores como azucares y prolina aumento en relacion con la
prolongacion y severidad del estrés. Estos solutos compatibles tuvieron gran relevancia
en el ajuste osmotico, manteniendo la turgencia de las hojas, por lo que a pesar de haber
trascurrido 35 dias sin riego, la conductancia estomatica a pesar de ser baja, no ceso.
Todos estos resultados indican una rapida respuesta de A. ochroleuca para tolerar el

estrés.

Dentro de las respuestas morfolégicas de Argemone ochroleuca para hacer frente al
déficit hidrico, la reduccion del tamafio del vastago en las plantas en déficit hidrico fue
evidente tanto visual como numérico a los 22 dias después de la aplicacion del estrés.
En la misma fecha se registro el aumento de la elongacion y el peso seco de la raiz de
plantas en déficit, lo que indica que el estrés hidrico conduce a una reasignacion de
carbono priorizando el crecimiento de raices, dando lugar a un aumento en la

profundidad del sistema radical.

Las cualidades fisiolégicas y caracteristicas morfolégicas de Argemone ochroleuca le
permiten sobrevivir en condiciones de humedad limitada y periodos de déficit hidrico mas

prolongados que los de este experimento.
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