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INTRODUCCION

Varios estudios han mencionado que el deterioro ambiental de los bosgues de
coniferas en la Cuenca de México esta asociado a la exposicién cronica por contaminantes
aéreos (Bravo-Alvarez y Torres-Jardon, 2002). Un estudio sobre la anatomia de Abies
religiosa mostré que si existen modificaciones estructural es asociadas a la presencia de Os
en e ambiente (Alvarez et al., 1998). Con base en esta informacion se decidié estudiar la
anatomia foliar en individuos de Abies religiosa y Pinus hartwegii, ambas especies
consideradas como susceptibles a los contaminantes agreos, procedentes de dos bosgues de
la Cuenca de México con diferente grado de deterioro y una comunidad de referencia fuera
de la Cuenca, para confirmar |as diferencias reportadas para Abies religiosa (Alvarez et al .,
1998) y evauar por primera vez a Pinus hartwegii. Se hicieron cortes incluidos en
metilmetacrilato. Los resultados de un afio de muestreo se compararon con material de
herbario para evaluar el efecto del deterioro reportado a partir de la década de 1970

(Bernal-Salazar et al., 2004).

ANTECEDENTES

Los bosques de Abies religiosa, se consideran comunidades en donde esta especie
arbérea tiene mayor abundancia. Por otra parte, en condiciones naturales de poco disturbio,
Abies comparte, en ocasiones, ciertos habitats con otras especies de arboles. En la Faja
Volcanica Transmexicana, que es su principa area de distribucion, el bosque de oyamel se
encuentra formando tanto masas puras como mezcladas con Pinus montezumae

(Rzedowski, 1978).



Los arboles de Abies religiosa en el bosgue del Desierto de los Leones, localizado
a suroeste de la ciudad de México, muestran una significativa reduccién en su vigor,
manifestado por una disminucion en & numero de ramas y hojas, que los lleva
eventualmente a su muerte (Alvarado, 1989; Alvarez et al., 1998). Alvarado (1989)
constaté que la mayoria del arbolado dafiado se encuentra en las cafiadas, y sobre todo, al
final de las mismas. Estas cafladas tienen una exposicion u orientacion al norte, es decir,
hacia la ciudad de México, precisamente de donde provienen los vientos cargados de
contaminantes. Vazquez (1987) sefialé que € deterioro por patdgenos, extraccion de agua
y €l mal manegjo del bosgue juegan un papel secundario en el proceso de declinacién y
propuso como agente causal a los contaminantes aéreos, entre ellos, al ozono. Este efecto

también lo proponen Mufiiz, 1987, Aguirrey Bernal, 1988; Alvarado et al., 1987.

En México, desde 1976 se detectd dafio de tipo cronico por ozono en Pinus
hartwegii y P. leiophylla en el Ajusco, Distrito Federal, ademas se reportd que P. hartwegii
es més sensible a los gases oxidantes que P. montezumae var. lindleyi (Hernandez y de
Bauer, 1984). Uno de los efectos mas obvios del ozono en las plantas es la clorosis y
necrosis expresada como discretas lesiones esparcidas sobre la superficie de la hoja
(Alvarez et al., 1998). Alvarado (1989) menciono que la ausencia de patgenos en laraiz y
en e follge de los arboles dafiados, indica que los sintomas presentes en €l follge, asi
como la muerte ascendente no se pueden atribuir a los microorganismos presentes. La
muerte ascendente de los arboles de oyamel en el Parque Nacional Desierto de los Leones,
puede explicarse debido a que las ramas de la parte inferior han estado mas tiempo
expuestas a los contaminantes aéreos que han sido acarreados por los vientos desde la

ciudad de México (Alvarado, 1989).



En &eas que frecuentemente experimentan altas concentraciones de ozono, los
arboles son maés susceptibles a padecer estrés hidrico, porque sus raices son mas pequefias
(Welllburn y Wellburn, 1994). La contaminacion del aire afecta las funciones de los
estomas y acelera la degradacion de las ceras epicuticulares, 1o cual reduce la habilidad de
los arboles para resistir 1a desecacion. Los estomas de arboles expuestos a los efectos del
ozono responden menos efectivamente a la sequia y, con la contaminacién, su habilidad
para cerrarse disminuye (Chappelkay Smith, 1995). Bennet et al. (1992) mencionaron que
ciertas caracteristicas de la hoja tales como densidad de estomas, grosor de la hoja, grosor
del parénquima en empalizada y esponjoso; asi como los espacios intercelulares, pueden
estar relacionados con la sensibilidad a ozono. El ozono entra a la planta a través de la
apertura estomatal. El ingreso de gases a parecer depende del nimero y tamafio de
estomas, asi como de su grado de apertura. Bgjo condiciones de humedad, |a apertura de
los estomas se incrementa y las plantas son usualmente mas sensitivas a la contaminacion

(McLaughiny Taylor, 1981).

El &cido nitrico gaseoso es uno de los contaminantes nitrogenados mas abundantes
en el smog. Este gas puede ser absorbido por las hojas y metabolizado presenta potencial
fitotoxico. Los efectos de este contaminante se manifiestan en la cuticula foliar; ya que €
acido nitrico puede aterar la composicion quimica de las ceras epicuticulares y afecta la
conductancia estomatal y la entrada de contaminantes via estomas (Krywult et al., 1994).
La neblina é&cida y €l ozono aplicado a hojas de pino rojo (Picea rubens) en dosis
representativas de estos contaminantes en el noreste de Estados Unidos de Norteamérica,
produjeron modificaciones estructurales en el desarrollo de |a capa de ceras epicuticulares

(Percy et al., 1990).



La cuticula protege a la hoja 'y disminuye la excesiva radiacién solar. Esta capa es
el primer punto de contacto con la neblina &cida y los contaminantes gaseosos como el
ozono. El grosor de la cuticula en hojas de Picea rubens es mayor en los arboles que se
desarrollan bajo exposicién al 0zono que aquellas que crecen con aire filtrado (Percy et al.,

1992).

Wellburn y Wellburn (1994) en Pinus halapensis y Gunthard-Goerg et al. (1993)
en Betula pendula, encontraron que hay acumulacion de los granos de almidon durante el
verano en hojas tratadas con ozono. Estos autores observaron que la acumulacion de
almidon se presenta a lo largo de la vena media de la hoja, 1o que sugiere que €l 0zono
atmosférico causa problemas en el mecanismo de carga del floema apoplastico. Wellburn'y
Wellburn (1994) también registraron para hojas de Pinus halapensis cambios estructurales
en e mesofilo y en € tegido vascular, cuando las hojas son expuestas a altos niveles de
ozono Yy lo asociaron con la distribucion de carbohidratos dentro de la hoja. Con el avance
del dafio por ozono en hojas de Betula pendula, €l amidon en las células de mesdfilo
desaparece y hay remantes de los granos desintegrados dentro de las células (Gunthard-

Goerg et al., 1993).

Al estudiar el efecto de la exposicion cronica de ozono en Pinus ponderosa se
observo que existe retencion de azlcares solubles y ailmidon en el dpice de las hojas. Este
cambio foliar esta asociado con una reduccion de los azlcares solubles en el floemay en
las raices; asi como con una reduccion en los amidones pero solo en las raices (Tingey et

al., 1976).



Pearce (1996) observo los efectos del 0zono en altas concentraciones sobre la
corteza de Picea sitchensis y encontr6 que el contenido de almidén en érboles jovenes es
reducido en arboles fumigados con ozono, comparados con los que crecieron bgjo aire
filtrado, aunque los valores son similares. La reduccion de reservas de amidon en el
xilema en éarboles tratados con ozono puede ser una consecuencia de la reduccion en

fotosintesisy distribucion alterada de fotosintatos cuando existe 0zono en e medio.

La plasmolisis celular en hojas de Sequoiadendron giganteum se incrementa con la
edad; sin embargo, €l efecto del ozono puede acentuar mas este problema en células
correspondientes a mesofilo. En la medida en que se eleva e tiempo de exposicion o
concentracion de ozono sobre € follgje aumenta el porcentgje de células que exhiben

plasmolisisy necrosis (Lancey Michel, 1991).

Ginthard-Goerg et al. (1996) observaron un engrosamiento de las paredes del
mesofilo en hojas de Betula pendula sujetas a tratamiento con ozono. Bussoti et al. (1998)
también encontraron en las hojas de B. pendula que estas se adaptan al estrés ambiental por
ozono. En términos de morfologia, estas adaptaciones consisten primeramente de una
reduccion en la superficie de la hojay un incremento en el grosor de la capa de mesofilo,
especialmente en el parénquima en empalizada. Estas alteraciones son acompafiadas por un
incremento en la produccion de compuestos fendlicos, identificados en este estudio en su

mayoria como taninos.

Alvarez et al. (1998) localizaron dafio en € parénquima en empalizada en hojas de
Abies religiosa de arboles creciendo en los bosgues que rodean la cuenca de México,

aungque permanecen sin dafio aparente la hipodermis, la epidermis y la cuticula. El dafio



puede involucrar tanto la plasmolisis y la necrosis celular, como e aumento en €
contenido de compuestos fendlicos en vacuolas completamente desintegradas. Las
alteraciones generalizadas de los cloroplastos y la degradacion de vacuolas en las células
del parénquima en empalizada en los tejidos de hojas jévenes de oyamel son sintomas de
senescencia prematura y constituyen una evidencia caracteristica de dafio cronico por
ozono (Alvarez et al., 1998). Sin embargo, se desconoce que sucede con el tejido de las
hojas de otras especies susceptibles como Pinus hartwegii que también habita en estos

bosques.

Evidencias bioquimicas y moleculares indican que los mecanismos de defensa de la
planta son inducidos por ozono (Kangagarvi et al., 1994). Kangasjarvi y colaboradores
sefidlan que las reacciones de defensa que se observan en las plantas por 0zono son
similares alareaccion de las plantas inducidas por estrés bidtico o abidtico. Por lo anterior,
se podria suponer que si existe un efecto por los contaminantes aéreos en los bosques
situados en las cercanias de la ciudad de México, este efecto sera diferente a la variacion

por distribucion geogréfica tanto de Abies religiosa como de Pinus hartwegii.

La variacion se puede presentar en varios niveles: geografica, dentro de una
localidad o en los individuos de una misma poblacion. La variacién geogréafica representa
las diferencias fenotipicas entre &rboles nativos que crecen en localidades distintas del area
de distribucion de una especie, donde la cantidad de variacion esté determinada por la
extension del &rea de distribucion de las especies y diversidad ambiental dentro de la
misma; asi como la presencia'y extension de barreras geograficas (Callaham, 1964). La

variabilidad que presentan las especies con frecuencia corresponde a la existencia de



patrones de variacion, la cua puede ser continua (clinal) o ecotipica. El primer caso, se
presenta cuando las especies se distribuyen alo largo de gradientes climéticos, permitiendo
que el cambio de los genotipos sea gradual desde un extremo del gradiente hasta e otro.
Por el contrario, la variacion ecotipica se presenta cuando existen cambios marcados en
medio, ocasionando la distribucion discontinua de los genotipos (Wright, 1976). Para
Critchfield (1957) citado por Cervantes (1986), la variacion individual se presenta entre los
individuos de una localidad donde existen condiciones ambientales mas o menos
uniformes. La variacion puede deberse a diferencias genéticas o micro ambientales como
la textura, nutrimentos del suelo y competencia. La variacién entre de individuos se
presenta debido a diferencias en sus caracteristicas, que guardan relacion con la orientacion

0 edad de los mismos.

HIPOTESIS

Las diferentes condiciones de estrés ambiental (contaminantes agreos) a las que estédn
expuestas las poblaciones de Abies religiosa y Pinus hartwegii podrian generar
modificaciones en los caracteres anatdmicos del follgje en ambas especies. Se espera
encontrar un mayor nimero de caracteres anatdmicos afectados en hojas provenientes de
El Parque Desierto de los Leones, ya que estd expuesto a una mayor concentracion de
contaminantes aéreos que las otras dos localidades; siendo la localidad de Michoacan la

menos af ectada por la contaminacion.



OBJETIVOS

*Comparar los caracteres anatdmicos foliares. epidermis, hipodermis, parénquima
en empalizada, parénguima esponjoso, endodermis, tejido vascular y canales resiniferos en
individuos de Abies religiosa y Pinus hartwegii procedentes de tres poblaciones naturales

sometidas a diferentes condiciones de estrés ambiental.

*|dentificar las variaciones anatbmicas que se presenten para los diferentes

caracteres.

*Inferir los factores que podrian influir sobre la variacion en los caracteres

anatdmicos estudiados.



MATERIAL Y METODOS

Los érboles seleccionados y |a recolecta de las muestras de hojas elegidas a azar,
se llevé a cabo en tres poblaciones tanto de Abies religiosa como de Pinus hartwegii,
ubicadas en localidades pertenecientes a la Fgja Volcanica Transmexicana 'y sometidas a

distintos grados de exposicion ala contaminacion ambiental aérea.

Areas de estudio

El Parque Desierto de los Leones se localiza a suroeste de la zona metropolitana de
la ciudad de México, en la Sierra de las Cruces. Se sitGa entre los 19°19'00" y los
19°13' 27" de latitud norte y los 99°20'00” y los 99°17°40” de longitud oeste (Fig. 1). De
acuerdo con la clasificacion de Kdppen modificada por Garcia (1981), laformula climética
reportada para la zona es C (e) (w») (w) que corresponde a un clima semifrio subhimedo
con lluvias en verano. La precipitacion media anual es de 1 265 mm y la temperatura
media anual de 10.3°C. Es una zona fisiograficamente homogénea, con suelos andosoles
profundos, orticos, himicos, bien drenados, pH acido, derivados de cenizas volcanicas. La
vegetacion es un bosque de coniferas (Rzedowski, 1978), donde |os principal es &rboles que

componen el bosque en esta region son Abies religiosa, Pinus patula y Pinus hartwegii.

La segunda localidad se ubica en la Reserva Especial de la Biosfera Mariposa Monarca en
la Sierra EI Campanario, Estado de Michoacan. Esta localidad presenta gran similitud con
el area del Desierto de los Leones. Se localiza entre los 19°30° y 19°36' de latitud norte y
los 100°10" y 100°15’ de longitud oeste (Fig. 1). La zona presenta un clima semifrio y

subhtmedo con lluvias en verano. Laformula climatica reportada para la zona corresponde



a C (e) (wp) (w) (Garcia, 1981). La precipitacion media anua es de 1 228 mm y la
temperatura media anua de 10.7°C. Fisiogréficamente la zona es homogénea, con suelos
andosol es, profundos, érticos, bien drenados, acidosy derivados de cenizas volcanicas. Los
principales arboles que componen este bosque de coniferas son Abies religiosa, Pinus

pseudostrobus y varias especies de Cupressus (Rzedowski, 1978).

Cuernavaca

’ "
i Ixtapan
s, de la 5al

f‘
Cuautia
o

Figura 1. Localizacion del érea de estudio

La tercera localidad se ubica en la regién fisiografica conocida como Sierra
Nevada, a oriente del Estado de México y se extiende sobre el declive oeste del cerro

TIdoc entre los 19°23'43'"- 19° 28'37"’ latitud norte y entre los 98°42'51’" - 98°48' 12"’
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longitud oeste. Forma parte de la Sierra de Rio Frio, en 1o que corresponde a la regién
norte de la Sierra Nevada. Tiene una distribucién altitudinal entrelos2 800y 3 500 m. Los
suelos presentes son profundos, moderadamente profundos y someros. Son suelos negros,
con texturas medias y gruesas. Su grado de acidez es de moderado a ligero, con una
variacion promedio de 5.1 a 6.8. Los horizontes superficiales son francos o franco-
arenosos, en tanto que el horizonte C con frecuencia se clasifica como migajoso-arenoso.
El clima es templado-himedo, con lluvias en verano, mayores a los 1 000 mm anuales y
temperaturas extremas entre 3 'y 22°C. La férmula predominante para esta zona es C (€)

(w2) (w) (Garcia, 1981).

Descripcion de las especies

A continuacion se presenta la descripcion de las especies de acuerdo con: Eguiluz
(1978); Madriga (1964, 1967, 1982); Manzanilla (1974); Martinez (1948,1963)

Rzedowski et al. (1977) y Vazquez et al. (1962).

Abiesrdligiosa. Es uno de los &rboles mexicanos de més el egante porte, a canza por
lo general de 35 a 45 metros de altura, a veces hasta 50 6 60 metros; con las ramas
verticiladas y extendidas que se acortan graduamente formando una copa piramidal o
conica. El tronco de Abies religiosa es erguido con crecimiento monopodico. Las hojas son
alternas, dispuestas en espiral, lineares, rectas 0 algo falcadas, subdisticas, torcidas en la
base; con e apice por o comun agudo y corneo, rara vez obtuso y redondeado, tienen una
hendidura longitudinal en la cara superior que se desvanece cerca del dpice, y una cresta
sdiente en la inferior, miden de 20 a 30 mm, rara vez hasta 35 mm, mas comunmente

alrededor de 25 mm de largo por un milimetro de ancho. Las hojas tienen de una a cinco
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hileras discontinuas de estomas en la cara superior hacia €l apice, cerca de la hendidura o
en ella, y de 8 a12 en lacarainferior a cada lado de la cresta, percibiéndose como hileras
de puntos blancos. En condiciones naturaes, la formacién de conos en Abies, se da en
diciembre y la polinizacién en marzo y abril del siguiente afio. Los 6vulos fecundados
maduran hacia noviembre y en diciembre del mismo afio se da la diseminacion de las
semillas. En genera la reproduccién se inicia a los 25 afios, viéndose afectada por la
densidad. Los conos femeninos de Abies religiosa se observan en la misma época que |os
masculinos, pero en las ramillas més altas, hacia la cima del &bol y cominmente son
inaccesibles. Los conos son erguidos, cilindricos y oblongos, romos, rara vez cortamente
oblongos, resinosos, casi sésiles 0 con pedunculo de 5 a 9 mm; su color es violaceo y
miden de 10 a 16 cm de largo por 4 6 6 cm de ancho. Se presentan solitarios maduran en el
mismo afio, en los meses de agosto y septiembre. Constan de un ge lefioso, que se angosta
hacia la porcion distal, persistente en la ramilla, y sobre €l cua estan dispuestas las
escamas, que se desprenden en la madurez. Escamas uniformes de 28 a 35 mm de ancho
por 18 a 25 mm de largo, con € apice redondeado y entero. Bréacteas espatuladas, exertas,
reflggadas, morenas de 29 mm de largo, rasgadas en su parte inferior. La semilla es
angulosa, cuneada oblonga, aguda en la base, comprimida en |la base, de unos 9 a 10 mm

de largo, por unos cinco mm de ancho, lisay de color castafio brillante.

Pinus hartwegii. Arbol de 15 a 30 metros de altura, a veces més, de corteza
agrietada, color pardo rojizo; con ramas extendidas y colocadas irregularmente, ramillas
muy é&speras, de color moreno y rojizo o algo grisaceas. Las hojas comUnmente se
observan en grupos de tres, en otros casos se ven hasta 4 6 5, miden de 8 a 16 cm de largo,

son de color verde claro, medianamente gruesas, algo tiesas, carinadas; sin embargo, se
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notan trianguladas cuando son cinco. Los bordes son aserrados y tienen estomas en las tres
caras. Los canades resiniferos son medianos, en nimero de dos a 12, cominmente
alrededor de seis, rara vez uno o dos internos. Los conos son largamente ovoides,
acuminados, ligeramente oblicuos y ocasionamente encorvados,; de 8 a 10 cm de largo,
pero pueden variar de 7 hasta 14 cm, son de color rojizo muy obscuros, casi negros,
persistentes, casi sésiles, pocas veces con pedunculos de 10 mm; presentes normalmente en
pares, pero a veces agrupados en nimero de 3, 4 y 5. Al caer €l cono suele quedar el
pedinculo en la ramilla con algunas escamas. Los conos maduran en diciembre. Las
semillas son negras, pequefias de 5 a 7 mm; con un aa café oscuro de 15 mm de largo por

5 mm de ancho, con ganchos.

Recolecta de material

Para Abies religiosa se seleccionaron hojas de 1, 2 y 3 afios de edad, ésta se
determinG por la posicion que tienen en las ramas de la parte basal de la copa de los
arboles, en la parte apical de larama se localizan hojas de un afio y hacia la base contintian
las de dos y tres afios de edad, provenientes de cinco érboles por localidad. Para Pinus
hartwegii también se tom6 una muestra de cinco arboles por localidad recolectando
solamente hojas de dos afios de edad. Las fechas de recolecta cubrieron un afio de
crecimiento para ambas especies. Todas las muestras fueron recolectadas a azar y a una
atitud entre 2 400 y 2 600 m s.n.m. Las hojas se fijaron en una solucién buffer pH 7'y

glutaraldheido a 2% (Ruzin, 1999) en campo y transportaron al laboratorio.

También se removieron hojas de gemplares de Abies religiosa depositados en €

herbario del Instituto Nacional de Investigacion Forestal, Agricolay Pecuaria, recol ectados
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en: Desierto de los Leones en 1968, Municipio de Texcoco rumbo a Tlaoc en 1980, Cerro
Telapdn, estado de México en 1962 y Cerro Cruz Gorda, San Gregorio, Michoacan en
1979. El objetivo fue hacer la comparacion entre las hojas actuales y las recolectadas en

anos pasados.

Trabajo deLaboratorio

Una parte de las muestras fijadas en campo se cambiaron a fijador fresco por 24 h.
A continuacién se procedio a lavar las muestras en buffer frio pH 7. La otra parte de las
muestras fueron colocadas en alcohol al 50% para iniciar €l proceso de aclarado de las
hojas. Las hojas provenientes de herbario primero se colocaron en alcohol a 50% por dos
dias para rehidratar y después se siguié con e procedimiento descrito para las hojas

frescas.

Lainfiltracion e inclusion se realizé siguiendo una modificacion del procedimiento
descrito por Gutman y Feucht (1991). Las muestras se cubrieron con soluciones de
glicolmetacrilato y etanol absoluto (50:50; v:v); (70:30; v:v) y glicolmetacrilato (100%)
degjandolas por una semana en cada concentracion. Las muestras ya infiltradas se
depositaron en moldes donde se les agreg6 una mezcla de glicolmetacrilato y peroxido de
benzoilo (100:1; v:v) (Ruzin, 1999), reposandolas por dos dias. El proceso de
polimerizacion se llevo a cabo dentro de una estufa de calentamiento a 40°C por 48 h. Una
vez solidificado el pléstico, las muestras se colocaron sobre pequefios cubos de madera (2
cm) con ayuda de pegamento de contacto para posteriormente hacer cortes transversales y
longitudinales en un micrétomo rotatorio, con un grosor de 7 pum. Los cortes se montaron

en portaobjetos con agua destilada y secaron sobre una plancha a 42°C.
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Tincion de cortes. Se hizo una tincién sobre los cortes con azul de toluidina

(Ruzin, 1999) para observar y describir latipologia de los tejidos.

Aclarado de hojas. Se siguié una modificacion del proceso descrito por Shobe y
Lersten (1967) para poder observar estomas y conocer € nimero de estos por area. A
continuacion se detalla este procedimiento: las hojas completas se colocaron entre 5y 7
dias en acohol al 70% hasta remover la clorofila, una vez eliminada la clorofila , se
sumergieron en hidroxido de sodio al 5% por 20 dias aproximadamente con calentamiento
por 12 horas a dia a 60°C en una estufa, cambiando la solucion de hidréxido de sodio,
cuando se tornaba color café, hasta que la hoja se aclaré. Enseguida se pusieron las hojas
en una solucion de hipoclorito de sodio (comercial al 5% acuoso) por 2 horas; se lavaron
con agua destilada hasta eliminar todo €l olor a cloro; se colocaron las hojas en alcohol a
70% por 24 h'y después se transfirieron a acohol a 96% por otras 24 h. Por 8 6 10 dias,
las hojas permanecieron en una solucion aclaradora de écido lactico, fenol, aceite de clavo
y xileno (4:2:2:1) y bencil-benzoato (Ruzin, 1999) hasta que se observaron transparentes.
Posteriormente las hojas se lavaron en alcohol al 96% hasta eliminar la solucion
aclaradora. En este paso, se tifio con safranina alcohdlicay lavé con alcohol a 96% para
remover e exceso de colorante hasta tener e contraste deseado. La deshidratacion
concluyé con acohol absoluto — xilol; finamente las muestras se montaron sobre

portaobjetos con resina sintética.

Histoquimica. Para detectar diferencias en los contenidos celulares se realizaron
varias pruebas histoquimicas: lugol, para verificar la presencia de almidones; Ponceau 2R

plus para detectar proteinasy negro de Sudan IV paraver cutina (Ruzin, 1999).
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Observaciones y Mediciones. Para verificar si existia o no variacion en algunos
caracteres anatdmicos de las hojas, se observaron y midieron los siguientes caracteres:
grosor de cuticula, largo y ancho de las células epidérmicas y de la hipodermis Se
observaron los tejidos de parénquima en empalizada y esponjoso, asi como el nimero de
estratos celulares del mesofilo; se hizo una descripcion de los haces vasculares, observando
caracteristicas de floema y xilema secundarios. Ademés se describieron las células de

transfusion y los canales resiniferos.

Los caracteres se cuantificaron con un analizador de imagenes. Image-Pro Plus v.
3.0 (Media Cybernetics, 1997) adaptado a una camara de video Hitachi KP-D51 y un

microscopio Olympus BX-50.

Andlisis estadistico

Se hicieron andlisis de varianza para detectar diferencias significativas entre sitios y
entre edades de los diferentes caracteres anatdmicos de las hojas estudiadas como son:
nimero de estomas por area, grosor de cuticula, tamafio de células de epidermis e
hipodermis, porcentaje de floema colapsado y no colapsado; asi como € numero de
cristales contenidos dentro de la hoja; seguido de un andlisis de comparacion de medias de

Tukey (P< 0.05).
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RESULTADOS

Descripcion Anatémica

Abiesreligiosa. Las hojas de Abiesreligiosa vistas en corte transversal son lineares
con una hendidura en la parte media de la superficie adaxial y un borde en la superficie
abaxia. (Fig. 2a). Las células de la epidermis en Abiesreligiosa son de formaeliptica (Fig.
2b), en general, de menor tamafo tanto en la hendidura de la hoja como en laregion
cercanaalos canales resiniferos. La epidermis muestra estomas solo en la superficie
abaxia donde esfacil distinguir dos células oclusivas y dos células adjuntas subyacentes al
poro estomatico (Fig. 2¢,d). Los estomas se presentan en filas longitudinales paralelas alos
haces vasculares en vista superficial (Fig. 2c). En todas las muestras la epidermis se

observa bien estructurada con células turgentes sin dafio aparente.
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Figura 2. a. Corte transversal y diafanizado en hoja de Abies religiosa; a vista general. b.
Epidermis, hoja de dos afios del Desierto de los Leones. c. Vista superficial de estomas, hoja de un
afo de Mich. d. Detalle de estoma en corte transversal, hoja de tres afios del Desierto de los
Leones. e. Hipodermis continua, hoja de un afio de Mich. f. Hipodermis discontinua, hoja de un afio
de Mich. pe = parénquima en empalizada, pE = parénquima esponjoso, hv = haces vasculares, ep =
epidermis, hp = hipodermis, e = estomas, cl = cloroplastos.
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La hipodermis esta formada por un solo estrato celular en la mayor parte de la
periferia de las hojas (Fig. 2b); sin embargo, llegan a presentarse hasta dos estratos en
puntos especificos principalmente en la hendidura y borde de las hojas, en el material
proveniente de Michoacan y del TIdoc sin importar la edad o fecha de recolecta (Fig. 2e).
En & caso del Desierto de los Leones, este hecho silo se presenta en muestras recol ectadas
en e mes de agosto de un afio de edad y de marzo de dos afios. Las células de la
hipodermis tienen paredes muy gruesas y bien definidas. La hipodermis se observa
discontinua en la mayoria de las muestras del bosque del Desierto de los Leones (Fig. 2f)
en comparacion con |os otros dos sitios de estudio, estando casi ausente en las hojas de uno

y dos afos de edad.

El mesofilo esta diferenciado en parénquima en empalizada y esponjoso (Fig. 3a).
El primero se encuentra tanto del lado adaxial de la superficie de la hoja (compuesto por
dos estratos celulares) y en una muy pequefia proporcion se encuentran algunas células de
parénquima en empalizada por debajo de |os haces vasculares (un solo estrato celular) (Fig.
3a). El parénquima esponjoso se encuentra compuesto, en general, por dos estratos
celulares del lado abaxial de la hoja aunque, algunas veces, en los extremos llegan a
presentarse hasta cuatro estratos. En e mesofilo hay presencia de cloroplastos
principamente en la periferia de las células del parénquima en empalizada (Fig. 3b). Los
cloroplastos son més abundantes en las muestras de la localidad de Michoacan (Fig. 3c)
con respecto a las otras dos, especialmente en el parénquima en empalizada. También se

observaron cristales dentro del mesofilo (Fig. 3d).

Se encuentran dos canales resiniferos hacia los extremos laterales de la hoja

teniendo contacto con la hipodermis (Fig. 2a). Hacia € lumen del canal se observan las
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células epiteliales (Fig. 3d), las cuales varian en nimero de ocho a 18 células por canad. La
variacion de las céulas epiteliales, sintetizada en el Cuadro 1, indica que no hay un patron
definido de su nimero ya sea por la edad, fecha de recolecta o sitio de procedencia. Las
células de la vaina de los canales resiniferos en la mayoria de las muestras no se

observaron, o estaban muy col apsadas.

Cuadro 1. Media del nimero de células epiteliales en canales resiniferos de Abies religiosa.

Localidad Deserto delos Tlaoc Michoacan
Edad-afios L eones

1 14 12 12

2 13 12 12

3 13 9 10

La endodermis estd compuesta por células de dos tamarios, las méas grandes
presentan un contenido que con las diferentes pruebas histoquimicas no reaccionaron,
tienen paredes engrosadas; mientras que, las de menor tamario tienen paredes més delgadas
sin contenidos celulares evidentes (Fig. 4a). En la mayoria de las muestras el nimero de
células grandes es menor a de las pequeiias. La endodermis de las hojas de Abies religiosa
esta menos definida conforme avanza su edad. El nimero de células que componen la

endodermis fluctia de 17 a 29.

L os haces vasculares en Abies religiosa son dos, arreglados en una sola nervadura,
observandose € xilema con traqueidas y escaso parénquima radial del lado adaxial de la
hojay el floema del lado abaxial (Fig. 4b, c, d). La cantidad de floema colapsado difiere
entre ambos haces. En algunas muestras €l haz izquierdo tiene una mayor cantidad de

floema colapsado que el derecho y en otras una disposicion inversa. Sin embargo, esto
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ocurre en la misma proporcion y para las tres localidades sin importar la edad que tengan

las hojas.

Figura 3. Mesofilo en Abies religiosa; a. Hoja de dos afos del Desierto de los Leones). b.
Parénguima en empalizada, hoja de un afio del Tldoc. c. Cloroplastos, hoja de dos afios de Mich. d.
Canal resinifero, hoja de dos afos del TIdloc. cr = cana resinifero, pe = parénquima en empalizada,
en = endodermis, ep = epidermis, pE = parénquima esponjoso, hp = hipodermis, cl = cloroplastos.

Los haces vasculares estdn separados por esclereidas tanto colapsadas como
turgentes (Fig. 4f) y, en agunos casos, por parénquima radial sobre todo en e xilema
Rodeando a los haces se encuentran esclereidas grandes con pared engrosada en la parte
adaxial de los haces (por arriba del xilema) seguida de traqueidas y células de parénquima

(Fig. 44).
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Figura 4. Tejido Vascular en hoja de Abies religiosa. a. Haces vasculares, hoja de un afio del
Tléloc. b. Floema, hoja de un afio de Mich. c. Xilema, hoja de un afio de Mich. d. Haces
vasculares, hoja de dos afios de Mich. e. Cristales en xilema, hoja de tres afios de Mich. f.
Esclereidas, hoja de tres afios de Mich. en = endodermis, pe = parénguima en empalizada, es =
esclereidas, fl = floema, x = xilema, ¢ = cristales.
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Pinus hartwegii. Las hojas de Pinus hartwegii vistas en corte transversal son
triangulares, atravesadas en €l centro por dos haces vasculares rodeados de tejido de transfusién
(Fig. 53). Las células de epidermis en P. hartwegii son de forma eliptica cas esférica en los
angulos de las hojas con paredes delgadas, en su mayoria (Fig. 5b), aunque algunas estéan
levemente engrosadas, principalmente en las células de los extremos (Fig 5b). Los estomas
estan presentes en las tres caras de la hoja, donde es fécil distinguir dos células oclusivas 'y dos
células adjuntas subyacentes a poro estomatico (Fig. 5¢,d). Los estomas se presentan en filas

longitudinales paralelas alos haces vasculares vistas en superficie (Fig. 5¢).

En general, la hipodermis esta compuesta por dos estratos celulares y, hasta tres o cuatro
estratos en los extremos de las hojas (Fig. 5b,e,f); de éstos, |os dos contiguos a la epidermis son
continuos; sin embargo, el tercero y cuarto estratos se ven interrumpidos en varias zonas. En su
mayoria, las células presentan paredes engrosadas siendo las células del estrato més interno las
gue presentan un mayor engrosamiento de su pared celular, observandose e lumen cas

obliterado. El tamafio de las células aumenta del exterior hacia €l interior de lahoja (Fig. 5e,f).

El mesofilo esta compuesto por células de parénquima que en su pared presentan
invaginaciones (Fig. 6a,c). En corte longitudinal las células pueden observarse dispuestas en
capas horizontales separadas entre si por espacios intercelulares. En la periferia de la pared
celular es posible observar cloroplastos formando cadenas continuas. En e mesofilo se
encuentran de cuatro a diez canales resiniferos, presentandose de manera general uno en cada
extremo lateral y los otros varian en posicion (Fig. 6¢); ninguno de los canales se encuentra en
contacto con la epidermis como sucede en Abiesreligiosa. Hacia el lumen del canal se observan
las células epiteliales de forma esférica y las células de la vaina son €elipticas, sin un patron

definido en su nimero (Fig. 6d).
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Figura 5. Cortes transversales y diafanizado de hojas de dos afios de edad de Pinus hartwegii; a. Vista
general, hoja Michoacan; b. Epidermis, Desierto de los Leones; c. Vista superficial de estomas,
Michoacan; d. Detalle de estoma, Desierto de los Leones; e. Hipodermis en angulo de la hoja, Desierto
de los Leones; e. Detalle de hipodermis, Desierto de los Leones. m = mesofilo, en = endodermis, hv =
haces vasculares, ep = epidermis, hp = hipodermis, e = estomas, cr = canales resiniferos.
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Figura 6. Detale del mesofilo en hojas de dos afios de Pinus hartwegii a. Parénquima espon]oso,
Tldoc; b. Cloroplastos en células de mesdfilo, Michoacan; c. Canal resinifero, Tldoc; d. Detale de
cand resinifer, Tldoc. m = mesofilo, en = endodermis, cr = canal resinifero, hp = hipodermis, cl =
cloroplastos.

La endodermis se encuentra delimitando el tegjido de transfusion que rodea a los haces
vasculares, esta bien definida y formada por células de forma eliptica las cuales fluctdan en

numero de 28 a 45, todas de un mismo tamafio y con paredes delgadas (Fig. 7a).

L os haces vasculares en Pinus hartwegii son dos, separados entre si por esclerénquima
y en agunos casos también por células de parénquimaradial (Fig. 7af). El xilema se observa
en la cara adaxial delahojay el floema en laabaxial. Las traqueidas del xilema se encuentran

dispuestas en filas radiales que aternan con células de parénquima (Fig. 7b,c). Las células de

25



*@?“‘-%

=¥

BT e

P
_}“H-

Figura 7. Tejido vascular en hojas de dos afios de edad de P. hartwegii a. Vista general, Desierto de los
Leones; b. Cambium vascular, Tldoc; c. Detalle de xilema, Tldoc; d. Detdle de floema, Michoacéan; e.
Cristal en célula de floema, Michoacan; f. Esclereidas entre haces vasculares, Tladloc. en = endodermis,
es = esclereidas, fl = floema, t = tegjido de transfusion, pr = parénquimaradial, x = xilema, ¢ = cristal.
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floema también se encuentran alternando con parénquima radial floemético (Fig. 7d). En
general, no se observa floema colapsado en corte transversal en ambos haces y en los casos
donde es conspicuo, éste no excede € 5% del total. Las células de cambium vascular también
se distinguen sblo en las muestras de algunas fechas (Fig.7b). Se presentan cristales en células

de xilemay parénquimaradial de haces, en un nUmero no mayor ados (Fig. 7d,e).
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Histoquimica

Proteinas en Abiesreligiosa

La tincion de Ponceau 2R aplicada sobre los cortes transversales y longitudinales de
hojas de Abies religiosa, permitié diferenciar el contenido de proteinas en los tejidos de las
mismas ya que éstas se tifien de un color rojo arosado debido ala concentracion y contenido de
proteinas en cada uno de los tgjidos. La presencia de proteinas en los diferentes tejidos por sitio
y fecha se sintetiza en el cuadro 2. La informacion obtenida reflgja ciertas tendencias sobre la
distribucion y concentracion de proteinas. Para ayudar a comprender |o que sucede dentro de la
hoja, se generd una escala que indica que proporcion de cada tejido reacciono a la presencia de

proteinasy ésta se representa por medio de simbolos (Cuadro 2).

No se detectaron diferencias en la distribucion de proteinas en las hojas, para las tres
localidades. La reaccion para detectar proteinas fue mas abundante en parénquima en
empalizada y esponjoso. Para las tres edades todas las muestras presentaron proteinas en
mesofilo, pero, no parece haber un patron definido en su distribucion dentro de las células de
ambos tejidos relacionado con la edad. Se observaron proteinas en algunas células ocupando
todo el lumen, en otras, sdlo en la periferia de la pared celular y, en un tercer caso, Unicamente
en parte de la pared. En la endodermis se detecto tincion de proteinas en hojas de marzo y abril

de diferente edad y de las tres localidades sdlo en pared celular.
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Cuadro 2. Proteinas en tejido foliar de Abies religiosa colectadas durante un afio, provenientes de tres
localidades y con uno, dosy tres afios de edad.

Fecha Desierto delos L eones Tlaloc Michoacan
Tejido/Afos 1 2 3 1 2 3 1 2 3
M arzo P.ernpal |Zaja o00 o000 o000 (11} e00 (11} (11} (11} (11}
2000 P.esponj0so i . . o o o . . i
Floema — + + + i . + i i
Xilema — — - - — — — — -
Transfusion — - — - . - — — —
Endodermis — — - + — — - —
Abril P_empa| izada YYS YYS YYS YYS coe IYYS
2000 P.esponj 0S0 oo eoe oo . oo oo
Floema + + + + + +
Xilema — — — — — —
Transfusion — — — - + -
Endodermis + + — — — —
Agosto P.empalizada o oo oo . oo oo oo
2000 P.esponjoso oo o + . o o
Floema i + + — ¥ f +
Xilema — — — — — — —
Transfusion + - - — + — +
Endodermis — — — —_
Sept Pernpa“zada X + oo T ooe ooe
2000 P.esponjoso oo + o — + +
Floema - - - .
Xilema — — — — — _
Transfusion — — - — —
Endodermis - — — - — —
Marzo Pernpa| izada ) ooe oo oo ) ) Y ) oo
2001 P_esponj 0s0 . ) YY) oo oo YY) . YY) )
Floema — o . o . . .
Xilema — — — — — — — — —
Transfusion — — + i + i — + +
Endodermis — — i + + . — — —
Abril P_empa| izada ooe eee eee eee ooe YYS YYS YYS eee
2001 P.esponjoso i o + o eoe o o o o
Floema + + + + . .
Xilema — — — — — — — — —-
Transfusion — — — — — — — + +
Endodermis — — — — — + + — +
ESCALA: - = proteinas ausente,+ = Y4 de tejido con proteinas, | = 4 detejido con proteinas,e = Y2 detejido con

proteinas, *» = ¥ de tejido con proteinas, *e* = totalmente con proteinas. P = parénquima, F = floema, X =
xilema.

En € tgido de transfusion de la mayoria de las hojas provenientes del TIdloc no se

observo la presencia de proteinas a excepcion de las colectadas en € mes de marzo; sin
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embargo, éstas sélo se observaron en las paredes de las células. Paralas otras dos localidades l1a
presencia de proteinas en este tgfido se observo, en hojas de diferente edad y fecha. En €l tgjido
de transfusién se detect6 en las hojas de un afio de edad del mes de marzo y en hojas de tres
afos de de agosto y septiembre del Desierto de los Leones. En las muestras de Michoacan de
agosto, marzo y abril de un afio de edad, también se observaron proteinas en las paredes de las

células del tejido de transfusion.

En haces vasculares se presentaron proteinas principalmente en el floema siendo méas
abundantes en los meses de marzo, abril y agosto para las tres localidades, sin existir un patrén

de distribucion definido.

Proteinas en hojas de herbario de Abiesreligiosa

El mesofilo de las hojas, alo largo de uno a tres afios, mostro la presencia de proteinas
en las cuatro localidades de material proveniente de herbario (Cuadro 3). Sin embargo, en Cruz
Gorday en Telapon hubo una menor acumulacion en relacion con las otras |ocalidades en hojas
de un afio de edad. En la endodermis no se detectd la presencia de proteinas para ninguna
localidad. En € tegjido de transfusion solo se observaron proteinas en hojas de tres anos del
Desierto de Los Leones y de un afio del TIdloc unicamente en la ¥4 parte de € tejido (Cuadro
3). También se presentd una reaccion positiva a proteinas en floema de haces vasculares en
hojas de uno y tres afos del Desierto de los Leonesy de Telapon, de uno y dos afios en las de €l

Tldloc y de dos afios de Cruz Gorda.
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Cuadro 3. Distribucién de proteinas en tejidos foliar de Abies religiosa de cuatro localidades
provenientes de muestras herborizadas.

Localidad Desierto delos Tlaloc Cruz Gorda, Telapon
Leones Michoacéan
Edad Tejido/Afio 1968 1980 1980 1962
Un afio P.empalizada ooe ooe oo oo
P_esponj 0S0 ooe ooe +
Floema + + +
Xilema — — — —
Transfusion — + — —
Endodermis — — — —
Dos afios P.empalizada ooe oo
P_esponj 00 ooe cee oee ooe
Floema — + + +
Xilema - - — -
Transfusion - - — —
Endodermis — — — —
Tres afios P.empalizada oo oo oo ooe
P_esponj 0S0 oo ooe ooe oo
Floema + - + +
Xilema — — - —
Transfusion + — — —
Endodermis — — — —
ESCALA: - = proteinas ausente,+ = ¥ de tejido con proteinas, | = ! detejido con proteinas,s =¥z de tejido con

proteinas, «» = ¥2de tejido con proteinas, ¢* = totalmente con proteinas. P = parénquima.

Granos de almidon en Abiesreligiosa

Al afadir alas cortes de hoja de Abies religiosa lugol, 1os granos de aimidén se tifieron
de un color café oscuro a negro, lo que permitié diferenciarlos de los deméas contenidos
celulares presentes. La mayoria de las hojas de Abies religiosa para las tres localidades
mostraron un mayor contenido de granos de almidon en los tejidos del parénquima en
empalizada y € parénquima esponjoso (Fig. 8a,b) durante marzo y abril para todas las edades
(Cuadro 4), siendo més abundantes en las hojas recolectadas en Michoacan y, € caso inverso,
en las muestras del Desierto de los Leones. Aunque todas las células del mesofilo presentaron
almidon, es importante sefialar que éste se concentra hacia los extremos de la hojay por debajo
de los haces vasculares ya que en las células de parénquima en empalizada del estrato

subyacente a la hipodermis, solo se
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Cuadro 4. Contenido de amidon en tejido foliar de Abiesreligiosa. La escala usada esla misma que
para proteinas, ver cuadro 2.

Fecha Desierto delos L eones Tlaloc Michoacan

Tejido/Afios 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Marzo Pempa| izada . o . ooe . . oee Y ooe

2000 P_esponj 00 . . Y Y o . Y oee ooe
Floema — - - - — — - — —
Xilema
Transfusion

—_ —_ —_ + — —_ —_

[l + —_ —_ . . .

Abril P.empalizada

2000 P.esponjoso
Floema — - - - — — -
Xilema -
Transfusion i
Endodermis +

+
Endodermis +
+
+

— —y 4 °
.
.
°
.
°
.
.
H
.

Agosto P.empalizada - - - - oo

2000 P.esponjoso - - - - oo + +
Floema - - - — — — —
Xilema - — — —
Transfusion — - + — + + +
Endodermis — - + i

Sept. P.empalizada - — — — - - — .
2000 P.esponjoso - — — — - - | oo
Floema — — — — - - — - -
Xilema — - - - — - - - —
Transfusién - - - - + + + i +
Endodermis — — — — — . — — +

Marzo Pempal izada XY oo eoe — —_ — . . oo
2001 P.esponjoso . ooe + — - oee o oo
Floema — - —
Xilema — + + — — — — — —
Transfusion + + i
Endodermis . oo oo — — — i — —

Abril Pempal izada o + —_ + + oo oo —_ eoe
2001 P.esponjoso J — — i
Floema — — - - — — — —
Xilema - - - - — - + + —
Transfusion - i . . | i i i
Endodermis — — - - — . .

ESCALA: - =almiddn ausente, + = ¥ de tejido con almidon, T=1de tejido con aimidon, « =2 detejido
con amiddn, ¢ = ¥ de tejido con admiddn y «ee = totalmente con almidon.

observaron en la periferia de las células. Las células de los extremos estaban saturadas de

granos de almidén hecho gque también se presentd en las células del parénguima espon] 0so.
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Los meses de agosto y septiembre presentaron la menor acumulacién de almidén,
estando ausente en lalocalidad del Desierto de los Leones para el mes de septiembre. Mientras

gue, en e Tldoc sdlo se presento en €l tejido de transfusién pero poco abundante. La presencia

de almidoén en los haces vascul ares fue casi nula en las diferentes fechas de

Figura 8. Cortes transversales de hoja de Abies religiosa con granos de amidon. a. Vista general, hoja
de un afio del Desierto de los Leones. b. Paréngquima en empalizada con granos de almidon, hoja de un
afno del Desierto de los Leones. c. Hoja de tres afios sin almiddn, Tladoc. d. Parénquima en empalizada
sin amidén, hoja de un afio del Tldloc. a= amidon, pe = parénquima en empalizada, pE = parénquima
€sponj 0s0.

recolectaen el Desierto, excepto paralas muestras del segundo mes de marzo donde en hojas de

uno y dos afios de edad se observaron pequefios granos de almidon solo en parénquima del
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xilema. En los meses de septiembre y marzo de 2001 para hojas de tres afios de edad

procedentes de e TlIdloc no se observé amidon (Fig. 8c,d).

Granos de almidon en hojas de herbario de Abiesreligiosa

En hojas del Desierto de los Leones provenientes de herbario se observo la presencia de
granos de ailmidon en mesofilo de hojas de uno y tres afios de edad (Cuadro 5); asi como en
tgjido de transfusion y endodermis de hojas de todas las edades; mientras que, en las muestras
de Cruz Gorda de uno y tres afios se observaron en parénquima esponjoso y endodermis,
también en hojas de tres afios se detectaron los granos de amidén en parénquima en
empalizada (Cuadro 5). En hojas del TIdoc y Telapon no se observaron granos de almidon en
ningun tejido.

Cuadro 5. Acumulacién de granos de almidon en tejido foliar de Abies religiosa provenientes de
muestras herborizadas.

Localidad Desierto delos Tldoc Cruz Gorda, Telapon
Leones Michoacéan
Edad Tejido/Afio 1968 1980 1980 1962
Un afio P.empalizada — — - —
P.esponjoso — — +
Floema - - — -
Xilema - - — -
Transfusion . — —
Endodermis oo — . —
Dos afios P.empalizada oo — —
P.esponjoso oo — -
Floema - - - -
Xilema — — — —
Transfusion — —
Endodermis oo — oo —
Tres afios P.empalizada oo - . -
P.esponjoso oo - . -
Floema - - — -
Xilema - - — -
Transfusion - -
Endodermis e — . —

ESCALA: - =almiddn ausente, + = ¥4 de tejido con almidén, T = % de tejido con almidén, = ¥z de tejido
con amidén, ¢ = ¥ detejido con amidédn y e = totalmente con almidén.
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Proteinas en hojas de Pinus hartwegii

La reaccion a proteinas fue positiva en hojas de Pinus hartwegii, detectandose mayor
cantidad de proteinas en parénquima esponjoso en las muestras de las tres localidades
correspondientes a los meses de febrero, marzo y abril a excepcion del Tlaloc donde en €l mes
de marzo se observé una menor concentracion de proteinas. Las células de endodermis de hojas
provenientes del Desierto de los Leones recolectadas en los meses de marzo y abril (2001)
presentaron proteinas en todas ellas; caso contrario a resto de las localidades, donde no se
detecto presencia de proteinas (Cuadro 6). Con relacion a tejido de transfusion se observaron
proteinas en todas las hojas del Desierto; sin embargo, en las hojas provenientes del Tlaoc del

mes de marzo y de Michoacan del mes de diciembre no se registré una reaccion positiva.

En los haces vasculares la presencia de proteinas en el floema se observo en todas las
muestras del Desierto de los Leones; para €l Tlaloc, solo en las del mes de marzo estuvieron
ausentes, asi como para las del mes de diciembre de Michoacan. Es notorio que la
concentracion de proteinas en las muestras de todas las localidades fue muy similar dentro de

este tgjido (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Proteinas en los tipos celulares de hojas de Pinus hartwegii alo largo del afio.

L ocalidad/Fecha Tejidos
Esponjoso Floema Xilema Tranfusién Endodermis
Desierto de los Leones
Febrero 01 ooe - - + -
Marzo 01 + — i oo
Abril 01 . i — i .
Febrero 02 oo + — i —
Marzo 02 ooe + — + —
Tladloc
Febrero 01 oo + — + —
Marzo 01 + - - - -
Abril 01 ooe + — + —
Febrero 02 ooe + — + —
Marzo 02 + — + —
Michoacan
Febrero 01 oo \ — i —
Marzo 01 oo + — i —
Abril 01 oo i — + —_
Diciembre 01 - — - +
Enero 02 oo + - + —
ESCALA: - =proteinas ausente, + = ¥4 detejido con proteinas,| = % detejido con proteinas, » = %2 detejido con

proteinas, «» = ¥ de tejido con proteinasy +e* = totalmente con proteinas.

Granos de almidon en Pinus hartwegii

Las hojas de Pinus hartwegii mostraron mayor contenido de granos de amidén en
células de endodermis en los meses de marzo y abril para el Desierto de los Leones, para €
Tldloc sdlo en marzo y para Michoacan en abril y enero (Cuadro 7). Sin embargo, en hojas del
Desierto de los Leones también se observaron granos amidon en tejido de transfusion aungque
en una menor cantidad exclusivamente en las muestras de febrero y abril. En las hojas del

Tldoc y Michoacan no se observaron (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Distribucién de amiddn en hojas de Pinus hartwegii. Todas las hojas son de dos afios de edad.

L ocalidad/Fecha Tejidos
Esponjoso Floema Xilema Tranfusién Endodermis
Desierto de los L eones
Febrero 01 — — — + oo
Marzo 01 — — — o oo
Abril 01 — — — + .
Febrero 02 — — — + .
Marzo 02 — — — —
Tlaloc
Febrero 01 — — — — -
Marzo 01 — — — — eoe
Abril 01 — - — - —
Febrero 02 — — — — -
Marzo 02 — — — — -
Michoacan
Febrero 01 — — — — .
Marzo 01 — — — — +
Abril 01 - — - — oo
Diciembre 01 — — — i —
Enero 02 — — - o .

ESCALA - =almidon ausente, + = Y2 detgjido con amidén, T=1 detgjido con amiddn, « =% detgjido con

amidon, ¢ = ¥ detegjido con amiddn y ese = totalmente con almidén.
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Comparacion entre localidades

Las diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes caracteres
anatomicos analizados en hojas de Abies religiosa y Pinus hartwegii se evaluaron a través
de un andlisis de varianza. Los andlisis revelaron que si hay diferencias entre localidades
para numero de estomas, grosor de cuticula, ancho y largo de las células epidérmicas, largo
y ancho de la célula hipodérmica y numero de cristales (Cuadro 8). El andisis de
comparacion de medias mostré diferencias entre el Desierto de los Leones y las otras dos
localidades para €l grosor de la cuticula, ancho de la célula epidérmica asi como €l ancho
y largo de la célula hipodérmica. Sin embargo, €l nimero de estomas solo es diferente con

losindividuos de lalocalidad del Tléoc.

Cuadro 8 .Vaores de media y desviacion estdndar para ocho caracteres anatdbmicos en hoja de
Abiesreligiosa. Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05).

Poblacion Estomas Floema Grosorde Largode Anchode Largode Anchode  Cristaes

(No/mm?  colapsado  cuticula célula célula célula célula (No/mm?)
(%) (um) epidermis  epidermis hipodermis hipodermis
(pm) (pm) (pm) (pm)
Desiertode 24+5.7° 32+19% 10142680 20.0+4.6° 17.7+3.3° 17.2+41% 19.1+4.27 60+3°
los L eones
Tléloc 21+4.3° 32+18% 10.7+2.3° 20.8+45° 185+35% 19.9+4.3° 19.9+4.1®  31+4°
Cruz 23+5.3° 34+17%  109+25° 195+4.3° 18.3+34%  18.8+4.6° 19.7+44®  63+7°
Gorda
ANOVA
al 2 2 2 2 2 2 2 2
F 12.04 0.98 28.07 9.39 6.88 4255 3.47 13.24
P>F <0.0001 0.376 <0.0001 <0.0001 0.001 <0.0001 0.031 <0.0001
N 15 15 15 15 15 15 15 15

El andlisis de varianza también mostré diferencias estadisticamente significativas

para ocho caracteres entre edades y entre |ocalidades (Cuadro 9). Hay unatendencia claraa
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tener un menor porcentaje de floema colapsado en las hojas de un afio de edad y un mayor

porcentaje en hojas de tres afios en las tres localidades.

El nimero de estomas es mayor sin importar la edad en lalocalidad del Desierto de
los Leones con respecto a la localidad del Tlaloc, y no hay diferencias en e nimero de
estomas entre afos. Hay variabilidad en su nimero en la localidad de Michoacan (Cuadro

9).

Cuadro 9. Vaores de medias y desviacion estandar para ocho caracteres anatdbmicos de hoja de Abies
religiosa, (unidades igual a las del cuadro 8). Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05).
Comparacion entre edades.

Localidad Edad Floema No. de Grosor Largo Ancho Largo Ancho Cristales
colapsado estomas cuticula célula célula célula célula
epidérmica  epidérmica  hipodérmica  hipodérmica
Desierto 1 17+11° 23+5° 10.8+2.4°  205+4%  17.0+2.9*°  18.4+4.0° 19.7+3.8° 55+5°
delos
Leones
2 31+11% 2415° 9.9+24°  209+45°  18.4#36° 17.3+3.7° 19.2+4.1° 585
3 44+22° 24+8° 102+2.8°  18.8#4.7°  17.8£3.3*  159+43° 18.5+4.6 6577
Tldoc 1 24+14™ 20+4° 10.3+22™  204+4.0*°  17.922.7%  20.9¢4.6° 20.8+4.2° 41+8*
2 29+18™ 213" 1094274 22.0#51°  19.0+34°  20.7+3.8 19.6+4.2° 203
3 42+17° 20+6° 11.1+2.0°  19.4+36°  185+42°  17.9+37° 19.1+3.6° 3024°
Cruz 1 206" 23+3 103+1.9°  18.9+41° 17528 18.4+3.4° 19.2+3.8 41482
Gorda
2 43+16* 25+52 114428  20.8+4.7°  18.6x4.0° 19.8+6.2° 20.745.5 718
3 45+9° 19+5° 11.0£25°  185+35°  18.9+33° 18.3+3.3° 19.1¢3.3° 78+5°
ANOVA
a 8 8 8 8 8 8 8 8
F 17.33 6.95 13.02 11.65 6.7 20.92 4.89 5.18
P>F <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

El grosor de la cuticula aumenta con la edad en las localidades de Tldoc y Cruz
Gorda; sin embargo, no hay diferencias significativas con e Desierto de los Leones. A
pesar de que existen diferencias entre afios para €l ancho de la célula epidérmica y de la
hipodermis no. Se registré una tendencia clara a tener un menor tamafio en un afio y al
siguiente aumentar, aunque las células de un afio tienden a ser mas grandes que aquellas de

dos y tres afos para €l Desierto de los Leones 'y Tlaloc (Cuadro 9). Notoriamente hay un
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incremento con la edad en €l nUmero cristales para El Desierto de los Leones y Michoacan;
no asi para Tlaoc, donde la mayor acumulacién se presentd en las hojas de un afio.
Cuadro 10. Valores de medias y desviacion estandar de siete caracteres anatdmicos en hoja de

Abies religiosa procedentes de herbario (unidades similares a las del cuadro 8). Letras diferentes
indican diferencias significativas (P< 0.05) Comparacion entre poblaciones.

Estomas Grosorde Largode Ancho de Largo de Ancho de Cristales
(No/mm?  cuticula célula célula célula célula (No/mm?)
.. (um) epidermis  epidermis hipodermis hipodermis
Poblacion (um) (um) (um) (um)
Desiertodelos  21+3? 83+1.3° 17.7+26° 19.1+2.8° 14.1+4.1° 15.245.1° 48+3%
Leones 1968

Tlaloc 1980 2142%  92+1.3° 183+3.1° 20.7+35°  19.5+3.8° 20.6+4.4% 49+4™

Cruz Gorda 2142%  92+1.8° 17.4+2.8° 215+31*  17.6+3.7° 19.4+3.8° 73+3%
1968
Telapon 20£2° 909+1.7% 202423 224439  19.8+3.4° 21.1+3.42 10+2°
1962
ANOVA
gl 3 3 3 3 3 3 3
F 0.74 26.71 18.37 15.82 4291 33.92 8.91
P>F 0.532 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 106 600 360 360 360 360 120

El andlisis de varianza entre hojas de las cuatro localidades procedentes de
herbario, detectd diferencias estadisticamente significativas para siete de los ocho
caracteres (Cuadro 10). El grosor de la cuticulay el tamafio de las células epidérmicasy de
la hipodermis fueron mayores en el material de lalocalidad del Telapén que en Cruz Gorda
y el Desierto de los Leones. Sin embargo, un patron diferente se detectd para el nimero de
cristales, siendo en Telapdn menos abundante, més de cuatro veces (Cuadro 10) con
respecto a resto de las localidades, registrandose un mayor nimero cristales en el material

delalocalidad de Michoacan.
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Cuadro 11. Valores de medias y desviacion estandar de siete caracteres anatdmicos en hoja de
Abies religiosa procedentes de herbario. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<
0.05) Comparacion entre edades.

Carécter

No. de

Localidad Edad €stomas

Desierto
delos
Leones
1968

Tldoc
1980

Cruz
Gorda
1980

Telapon
1962
ANOVA

a
F

P>F

1

WN P WON P WDN

=

w N

19+2°

19+2°
24+2?

22+1%®

20+2°
21+1°

sin datos

22+1%®
20+2°

19+2°

2142°
20+2°

11
6

<0.0001

Grosor
de
cuticula
8.0+0.93¢

7.9+1.12¢
8.9+1.6°

9.1+1.3°

9.1+1.5°
9.4+1.2°

8.0+1.2¢

9.4+1.8°
10.2+1.6°

10.3+1.7°

9.9+1.7°
9.6+1.8°

11
15.10

<0.0001

Largo de
célulasen
epidermis
17.6£2.1°

19.3+2.24
16.1+2.5"

18.8+2.8"

17.6+3.6"
18.4+2.7"

16.8+2.8*

17.6+3.6"
17.6£1.7%

20.9+2.1%

20.2+2.6%
19.4+1.9°

11
8.22

<0.0001

Ancho de
célulasen
epidermis
19.2+2.8%

20+2.0°7
17.9+2.2°

21.5+3.4%

20.4+3.6°
20.0+3.4%

20.7£3.1°

20.2+2.5°
235+2.7%

21.6+£2.7°

23.7+3.3%
21.8+5.0°

11
7.84

<0.0001

Largo de

célulasen
hipodermis
15.0+1.8°

9.1+1.6°
18.1+1.6%

17.1+3.3°

20.7+3.4°
20.7+3.5°

17.1+4.6

17.2+2.7°
18.4+3.4°

19.1+3.3°

20.0+3.9%
20.1+2.8%

11
30.8

<0.0001

Ancho de
célulasen
hipodermis
17.0+3.3%

9.5+1.8°
19.0+3.6°

17.1+4.16°

23.0+2.9°
21.7+3.7°

19.0+4.7°

18.8+3.4°
20.3+2.9%

21.4+4.1°

19.3+3.0°
22.6+4.4%

11
29.49

<0.0001

No. de
cristales

37+8°

43+7?
61+4°

24+6°

39+4°
75+6°

68+4%

69+6"
7957

102+6h°

120+53°
68+512

11
4.73

<0.0001

El andlisis de varianza en hojas de Abies religiosa procedentes de herbario mostré

diferencias estadisticamente significativas para siete de los ocho caracteres analizados

entre edades y entre localidades (Cuadro 11). Existe la tendencia a tener un mayor nimero

de cristales en las hojas provenientes de Cruz Gorday € Tlaloc con respecto alas otras dos

localidades. El nimero de estomas en las cuatro localidades parece homogéneo con

excepcion de las hojas de tres afos provenientes del Desierto de los Leones, donde hay un

nimero mas alto que en las otras.
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El grosor de la cuticula en las localidades del Desierto de los Leones, Tldocy Cruz
Gorda aumenta con la edad; sin embargo, paralalocalidad de Telapon sucede o contrario.
El tamafio de las células epidérmicas y de hipodermis fue muy variable entre edades y
entre poblaciones (Cuadro 11). Se observé una clara tendencia a tener un mayor nimero de
cristales a mayor edad en las localidades del Desierto de los Leones, TIdoc y Cruz Gorda;
no obstante, en la localidad de Telapon las hojas que tuvieron un mayor nimero de

cristales fueron las de dos afos de edad.

Para las hojas de Pinus hartwegii e anadlisis de varianza solamente detectod
diferencias estadisticamente significativas para tres de las cinco variables analizadas
(Cuadro 12). A pesar de que la cuticula tiene menor grosor en las hojas procedentes del
Tldoc, e andlisis no detecto diferencias significativas. Las células epidérmicas fueron méas
pequeiias (en € largo) en las hojas del Desierto de los Leones, siendo estadisticamente

diferentes (Cuadro 12).

Cuadro 12. Valores de medias y desviacion estandar para tres caracteres anatdmicos en hojade
Pinus hartwegii. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Carécter Cuticula Epidermis Hipodermis
largo ancho largo ancho
Localidad
Desierto de Los 7.2£2.7° 14.1+2.7% 14.0+3.0° 14.0+3.0° 17.6+£3.0°
Leones
Michoacén 7.3:22°  133+17° 152430  16.4+12° 16.7+3.1°
Tldoc 6.7+4.2° 14.6+3.1° 16.7+4.0° 14.5+2. 47 17.0+£3.3°
Anova
GL 2 2 2 2 2
F (caculada) 0.89 4.66 14.63 3.97 1.03
P>F 0.4114 <0.0101 < 0.0001 0.0201 0.3600
N 475 327 327 247 247

42



43



DISCUSION

La cuticula en hojas de Abies religiosa expuesta a una mayor concentracion de
ozono en €l Deserto de los Leones mostré diferencias significativas con Tlaloc y
Michoacan. El Desierto presentd un menor grosor de cuticula que las otras dos localidades.
Este resultado parece contrario a lo encontrado en Picea rubens por Percy et al. (1992) en
hojas expuestas a diferentes concentraciones de ozono. Al comparar € grosor de cuticula
del material proveniente de herbario con e recolectado actualmente, se observo un
aumento en el grosor en las muestras de las tres localidades. Sin embargo, para el Desierto
de los Leones este incremento fue més significativo. No obstante en |as plantas actuales de
Abies religiosa, € grosor de la cuticula es similar para hojas de uno a tres afios de edad,
tendiendo a ser més gruesa en la localidad de Michoacan. Por lo tanto, la diferencia entre
hojas recolectadas y las provenientes de herbario no puede ser atribuida a la edad.
Posiblemente un estrés diferente al 0zono se presente en las tres localidades. De los afios
60's a la actualidad €l grosor de cuticula se ha incrementado en 2 um, seguramente como
una forma de incrementar la capa frontera y reducir la temperatura de la hoja a través de
una mayor depositacion de cutina en la cuticula. A pesar de ésto, las concentraciones de
0zono si pueden llegar a contribuir a la disminucion en e grosor de cuticula en hojas del

Desierto de los Leones.

En hojas de Pinus hartwegii € grosor de la cuticula no mostré diferencias
significativas a hacer e andlisis estadistico. Aparentemente este carécter no esta

influenciado por €l estrés al que estd sometida esta especie en €l Desierto de los Leones.
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Bennet et al. (1992) sugieren que la densidad de estomas aumenta junto con otros
atributos de la hoja que pueden estar relacionados con una diferente sensibilidad al ozono.
Al comparar estadisticamente el nimero de estomas por &rea en las hojas de Abies
religiosa, no se encontrd una posible relacion entre la exposicion a 0zono y €l nimero de
estomas, ya que no existen diferencias significativas entre la localidad de Michoacan (con
menor concentracion de contaminantes aéreos) y la del Desierto de los Leones (mayor
concentracion de contaminantes aéreos) como encontraron en Pinus McLaughin y Taylor
(1981). La densidad de estomas de |as hojas provenientes de herbario en las localidades del
Desierto de los Leones y Michoacdn es menor con respecto a las hojas recolectadas en
anos recientes. En € caso del Tldloc, la densidad es semejante entre el material recolectado
recientemente y el de herbario. Esta comparacion sugiere que s puede existir un efecto en
el incremento del nimero de estomas con la exposicion cronica de ozono a partir de los
70°s por 1o que estos resultados son similares a lo reportado por Bennet et al. (1992) en
Pinus ponderosa, especie que tuvo un incremento en € numero de estomas con la

exposicién cronicaa ozono.

Es importante sefialar que hay un incremento en el nimero de estomas en la hoja
con la edad de Abies religiosa de cas e 50% en todas las localidades a pesar de la
variacion entre afnos. Lo que sugiere que este comportamiento no permite ver la influencia
del estrés causado por 0zono en el Desierto de los L eones. Posiblemente este aumento en la
densidad de estomas se asocia con €l incremento de CO, a consecuencia del cambio

climatico globa (Bazzaz, 1990).

La epidermis en hojas de Abies religiosa se observo bien estructurada, con células

turgentes sin dafio aparente, apoyando asi las observaciones de Alvarez et al. (1998). Sin
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embargo, a comparar € largo de las células de epidermis en hojas provenientes del
Desierto de los Leones, se encontraron diferencias significativas con respecto a
Michoacan. El tamafio de las células epidérmicas es mayor en las hojas del Desierto de los
Leones y Michoacan recolectadas recientemente y similar las provenientes de herbario
para las mismas localidades. El incremento en el tamafio de las células epidérmicas
seguramente también es una respuesta a la mayor concentracion de CO, que existe en €
ambiente en las Ultimas décadas. Desafortunadamente no se muestrearon individuos de

Telapon para confirmar este incremento en el tamario celular.

El ancho de las células epidérmicas en Pinus hartwegii es similar entre las tres
localidades. Sin embargo, a comparar €l largo de las mismas se observo una reduccion en
las pertenecientes a la localidad del Tldloc. El crecimiento en células hipodérmicas de
hojas de arboles provenientes de areas con contaminacion atmosférica no parece estar

influenciado por este factor.

La acumulacion y presencia de amidén en diferentes tejidos de hoja se ha
relacionado con el estrés que el ozono provoca sobre las plantas (Alvarez et al., 1998;
McLaughin et al., 1982). Pearce (1996) encontrd que es reducido € contenido de almidon
en é&rboles fumigados con ozono comparado con arboles creciendo con aire filtrado. En €
caso de Abies religiosa, aunque se observo un menor contenido de granos de amidén en
hojas del Desierto de los Leones similar a lo registrado por Alvarez (1996) a comparar
estas observaciones, el Desierto de los Leones si presenta una reduccion de almidon con
respecto alas de Michoacan y el Tlaloc, es necesario tener un mayor nimero de muestras
gue nos permitan evaluar la escasa diferencia encontrada estadisticamente. También,

Wellburn y Wellburn (1994) observaron que hay acumulacién de amidén durante el
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verano en hojas de Pinus halapensis en condiciones de estrés. Las hojas de Abies religiosa
no mostraron esta caracteristica o que demuestra que hay diferencias fisioldgicas entre
especies en cuanto a la forma en que responden a crecer bajo condiciones de estrés

ambiental.

En Pinus hartwegii la acumulacion de amiddn no muestra diferencias con respecto
al sitio de procedencia, o que nos indica que esta especie a pesar de estar en las mismas
condiciones de estrés ambiental a que estéa sometida Abies religiosa, tiene una respuesta
fisiologica diferente a ésta y otras especies estudiadas. Las hojas de Pinus hartwegii no
muestran acumulacién de almidon en la vena media en ninguna de las muestras estudiadas

como fue observado para Betula pendula (Guthard-Georg et al., 1993).

En los haces vasculares de las hojas de Abies religiosa la presencia de almidon fue
practicamente nula, a excepcion de las muestras de marzo donde en hojas de uno y dos
anos de edad, se observaron pequefios granos de amidén solo en e parénquimadel xilema.
En parte, estas observaciones coinciden con Alvarez (1996), sin importar la edad no se
observan granos de amidén. La presencia de éstos en e parénquima de xilema
posiblemente se relaciona con la translocacion durante la reactivacion del cambium
vascular en € tallo (Bernal, 2004). La reduccion de reservas de amidon en arboles
expuestos al 0zono puede ser una consecuencia de la reducida fotosintesis y distribucion
alterada de fotosintatos que pueden resultar de los efectos de Oz similar a lo observado

para Abiesreligiosa (Bernal-Salazar et al., 2004).

El contenido de proteinas dentro de la hoja en Abies religiosa parece no estar

afectada por € estrés a que estédn sometidas, ya que la presencia y distribucion dentro de
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los diferentes tejidos es muy similar en las tres localidades, observando este mismo

fendmeno en las hojas provenientes de herbario.

Pinus hartwegii muestra una distribucion y contenido de proteinas dentro de las
hojas semejante para las tres localidades al igual que en Abies religiosa, 10 que permite
pensar que efectivamente el estar bajo condiciones de contaminacion ambiental no gerce
un efecto negativo sobre la distribucion y concentracion de proteinas en los diferentes
tejidos de ambas especies. Alvarez (1996) presenta conclusiones similares para Abies
religiosa creciendo en la cuenca de México. Posiblemente no se apreciaron las
maodificaciones incipientes causadas por 0zono en las peroxidasas apoplasticas y proteinas
que se detectaron en Betula pendula con ayuda del microscopio electronico de transmision
(Guthard-Georg et al., 1993). Por €llo, se sugiere hacer cortes ultrafinos (una micra) y

confirmar este dafio en Pinus hartwegii y Abies religiosa.

Alvarez (1996) sugiere que los cristales que se observan en células del parénquima
en empalizada provenientes del Desierto de los Leones, son producto de un flujo
desmedido de calcio hacia €l protoplasma generado posiblemente por efecto de el ozono, a
alterar la permeabilidad de la membrana, favoreciendo €l proceso de senescencia. Sin
embargo, a estudiar las hojas de las tres localidades se detectdé que la abundancia de
cristales no es mayor en las hojas procedentes del Desierto de los Leones. Las muestras de
Michoacan (sitio sin contaminacién) tuvieron mayor abundancia de cristales que las de El
Desierto de los Leones (con contaminacion) incluso en las colectadas en 1968 se presenta

un comportamiento similar.
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La presencia de cristales en Pinus hartwegii es cas inexistente, ya que en la
mayoria de los casos no se observaron cristales y en pocas muestras solo uno o dos en los
haces vasculares, pero esta es una caracteristica del género. La cantidad de floema
colapsado observado fue menor al 5% del total en todas las hojas. No se hizo conteo de
estomas por é&rea ya que la forma triangular de las hojas no permitio enfocar de manera

adecuada el microscopio.
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CONCLUSIONES

En Abies religiosa las altas concentraciones de ozono presentes en el Desierto de
los Leones modifican el grosor de la cuticulay la densidad de estomas, pero, no se
observé ningun dafio en la epidermis, hipodermis, mesofilo y haces vasculares,
como han sefidado otros autores. Probablemente los &rboles que actuamente se
encuentran en este bosgue tiene un genotipo de resistencia ata alas condiciones de
estrés ambiental. No sOlo a los contaminantes aéreos s no también a déficit
hidrico, a una mayor exposicion de rayos UV y a cambio gradual hacia
temperaturas extremas.

L as observaciones anatdmicas indican que en Pinus hartwegii, las concentraciones
de O3 no ateran el grosor de la cuticula ni ningun otro elemento celular, ya que son
semejantes entre sitios.

No hay diferencias anatdmicas contrastante entre hojas recolectadas actualmente y
las provenientes de herbario de Abies religiosa, excepto en la cuticula. El
engrosamiento de la cuticula, posiblemente sea el Unico caréacter modificado que
ayude a proteger a los otros tipos celulares de un posible dafio por ozono o de otros
agentes aéreos.

El muestreo anual permitié observar que la actividad metabdlica expresada en

concentracion de amidon es similar entre localidades.
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