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Figura 14. Hojas sin dafios visibles al término del experimento en tratamientos pH 3.8 y pH 5.6.
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Figura 15. Monitoreo de dafio visible progresivo en las hojas de Liquidambar styraciflua en el
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Figura 16. Monitoreo de dafio visible progresivo en los foliolos de Fraxinus uhdei en el tratamiento pH

2.5. Las flechas indican ZONas CON AaM0. ..ottt s e 49
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Figura 18. Liquidambar styraciflua. a) Estomas paraciticos en superficie abaxial. b) Tricomas simples
unicelulares sobre una vena en la superficie abaxial. ¢) Tricoma simple unicelular sobre una vena en
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Figura 19. Liquidambar styraciflua. a) Mesofilo PEM-Parénquima en empalizada; PES-Parénquima
esponjoso; Flecha-drusas. b) Mesofilo con presencia de drusas envueltas en células idioblésticas en el
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Figura 20. Vista superficial de epidermis en Fraxinus uhdei a) Superficie adaxial. b) Superficie abaxial.
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Figura 21. Fraxinus uhdei a) Estomas anomociticos en superficie abaxial. b) Tricoma peltado en
superficie adaxial. ¢) Tricoma simple pluricelular y tricoma peltado superficie abaxial. d) Tricoma simple
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Tricoma peltado. TS-Tricoma simple PIUACEIUIAT. ........o.iviieiee s 56

Figura 22. Fraxinus uhdei. a) Mesofilo PEM-Parénquima en empalizada; PES-Parénquima esponjoso; HV-
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Figura 23. Modificaciones en patrones cuticulares en Liquidambar styraciflua. Grupo control a) superficie
adaxial, b) superficie abaxial. Tratamiento con pH 5.6, se aprecia un mayor nimero de ceras
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1 afio f) superficie adaxial de 3 afios. Las flechas indican ceras epicuticulares y células epidérmicas
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Figura 24. Modificaciones en patrones cuticulares de Liquidambar styraciflua para el tratamiento con pH
2.5. 1T aflo(a, b); 3 afios (¢, d). a) superficie adaxial, acumulacion de ceras y colapso celular; b) superficie
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sano; d) superficie abaxial, colapso celular y acumulacién de ceras, algunos en forma de agregados. Las
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Figura 25. Modificacidon de patrones cuticulares en Fraxinus uhdei Tratamiento control a) superficie
adaxial, adelgazamiento cuticular en la base del tricoma peltado; b) superficie abaxial, presencia de
ceras epicuticulares en forma de laminas, algunas se desprenden. Tratamiento con pH 5.6 ¢) superficie
adaxial, adelgazamiento en la base del tricoma peltado, mayor nimero de ceras epicuticulares; d)
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Figura 26. Modificacidon de patrones cuticulares en Ffraxinus uhdei Tratamiento con pH 3.8 a) superficie
adaxial, acumulacién de ceras por las marcas de gotas &cidas; b) superficie abaxial, se conservan los
patrones cuticulares. Tratamiento con pH 2.5 ¢) superficie adaxial, colapso de células epidérmicas y
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Figura 27. Tratamiento a pH 5.6. Liguidambar styraciflua. a) Seccién transversal del mesofilo (campo
claro); b) Secciéon transversal del mesofilo con drusas en el parénquima esponjoso (polarizacién); c)
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Figura 28. Fraxinus uhdei Tratamiento con pH 5.6. a) Margen de un foliolo sin alteraciones (campo
claro); b) Seccién transversal del mesofilo, se observan contenidos celulares, la cuticula bien definida y
un tricoma glandular peltado en la superficie abaxial, (contraste de fases); c) Seccién transversal del
mesofilo, haces vasculares y estilodios (luz polarizada); d) Seccién transversal de vena media con
presencia de tricoma peltado (Flecha verde) y tricomas simples pluricelulares (Flecha anaranjada)

(CAMIPO CLAIO). 1.t 66

Figura 29. Tratamiento con pH 3.8. Seccién transversal de hoja de Liquidambar styracifiua a) Vena media
sin alteraciones (campo claro); b) Mesofilo con gran cantidad de contenidos celulares, la cuticula se nota
como una gran linea blanca (contraste de fases); ¢) Margen, comienzo de formacioén de protuberancia
(campo claro); d, e, f, g, h) Secuencia de formacién y desprendimiento de protuberancia celular con

tejido daflado (CAMPO ClAIO). ... et 67

Figura 30. Tratamiento con pH 3.8. Fraxinus uhdei a) Margen de un foliolo sin alteraciones anatdmicas
(campo claro); b) Vena media con presencia de tricomas no peltados, sin dafios en los tejidos (campo
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Figura 32. Tratamiento con pH 2.5 en Liquidambar styraciflua. a) Margen con dafio, colapso del mesofilo
(campo claro); b) Margen deformado (campo claro); ¢) Formacién de tejido de cicatrizacion (campo
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Figura 33. Tratamiento con pH 2.5 para Fraxinus uhdei. a) Margen con tejido alterado (campo claro); b)
Mesofilo con vestigios de paredes celulares y epidermis colapsada (campo claro); c) Mesofilo con dafio
en extremo adaxial, la flecha indica el colapso de tejido epidérmico, deformacién del haz vascular
(campo claro); d) Acercamiento a un haz vascular (HV) atrofiado, las células aledafias presentan gran
cantidad de compuestos celulares (campo claro); e) Inicio de dafio por la base de un tricoma peltado
abaxial (campo claro); f) Cuticula adaxial, desprendimiento de ceras (MEB). Secciones transversales (a-e).
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Figura 43. Diagramas de caja y bigote que muestran la dispersion de las concentraciones de clorofila a
(gréfico izquierdo) y clorofila b (grafico derecho) en los diversos tratamientos de Liquidambar styracifiua
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Resumen

En la Ciudad de México son emitidas 324 toneladas de dioxido de azufre y 4,123 toneladas de
oxidos de nitrégeno al afio que interaccionan con la humedad y radiaciéon solar, debido a la
topografia montafiosa que rodea a la zona metropolitana se produce el estancamiento del

aire, generando problemas como el ozono troposférico y la lluvia acida.

Desde finales de los 80's existen reportes de precipitacion acida en la ciudad, pero hasta la
fecha no existen documentos que proporcionen informacion sobre el impacto que este
fendmeno tiene en el follaje de los arboles urbanos, por lo que esta investigacion tuvo como
objetivo determinar el dafio anatomico foliar y la concentraciéon de clorofila a y b de
Liquidambar styraciflua 'y Fraxinus uhdei; que poseen hojas foliosas que hacen posible evaluar
los impactos de diversos contaminantes y por ser especies frecuentes en las areas verdes de la
Ciudad de México.

Para desarrollar la investigacion se obtuvieron arboles de 1 afio en el caso de Fraxinus uhde;;
para Liguidambar styraciflua fueron arboles de 1y 3 afios, a continuacion se realizaron cuatro
experimentos en los que se asperjaron soluciones de acido sulfurico con pH 2.5, 3.8y 5.6, asi

como un tratamiento control con agua destilada.

Los resultados obtenidos muestran que para ambas especies a pH 5.6 no existen alteraciones
anatomicas, a pH 3.8 Unicamente se generan alteraciones en la cuticula, mientras que para el
tratamiento a pH 2.5 se encontraron dafios visibles en las hojas en forma de moteado
clorotico y tejido necrosado. A nivel anatémico las lesiones halladas incluyen la destruccion de
la cuticula, hasta el colapso celular del mesofilo, con excepciéon del haz vascular. Las zonas
frecuentes de dafio son las bases de tricomas, el espacio entre las venas y algunos margenes

de las hojas.

Liquidambar styraciflua mostrd mayor sensibilidad durante la aplicacién del acido a pH 2.5,
por lo que rapidamente presentd dafios visibles; sin embargo a nivel anatdomico se registraron
dos mecanismos de respuesta a la acidez, la generacion de tejido cicatrizado y la abscision de
tejido dafiado en el margen, ambas respuestas generadas a la contencién del dafio.
Finalmente se encontraron diferencias significativas en la concentracion de las clorofilas ay b
para los diversos tratamientos, mostrando una disminucion en el grupo que se tratd con

mayor acidez.
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Se concluye que los dafios ocasionados en los tejidos foliares dependen del tiempo de
exposicion y la concentracion de acidez aplicada. Entre menor sea el nivel de pH de las
soluciones mayor sera el dafio ocasionado en los tejidos y pigmentos fotosintéticos sin

importar la edad 0 la especie.
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Abstract

In Mexico City, 324 tons of sulfur dioxide and 4,123 tons of nitrogen oxides are emitted it per
year, these interact with humidity and solar radiation, due to the mountainous topography that
surrounds the metropolitan area, air stagnation occurs, generating problems such as
tropospheric ozone and acid rain.

Since the late 80's there are reports of acid precipitation in the city, but until today there are
not documents that provide information about the impact this phenomenon has on the foliage
of urban trees, so this investigation aimed to determine the damage foliar anatomy and the
concentration chlorophyll a and b of Liquidambar styraciflua and Fraxinus uhderl. These species
have leaves that make possible to evaluate the impacts of diverse pollutants also, they are
frequent species in the green areas of the Mexico City.

To develop the research, we obtained 1-year old trees in the case of Fraxinus uhdej; for
Liquidambar styraciflua were 1 and 3 year old trees, then four experiments were carried out in
which solutions of sulphuric acid with pH 2.5, 3.8 and 5.6 were sprayed, as well as a control
treatment with distilled water.

The results show that for both species at pH 5.6 there are no anatomical alterations, at pH 3.8
only alterations were generated it in the cuticle, while for the treatment at pH 2.5 visible
damage was found in the leaves in the form of chlorotic flecking and necrotic tissue. At the
anatomical level, the injuries found include the destruction of the cuticle, until the cellular
collapse of the mesophyll, with the exception of the vascular bundle. The frequent areas of
damage are the trichome bases, the space between the veins and some margins of the leaves.
Liquidambar styraciflua showed greater sensitivity during acid application at pH 2.5, so it
quickly showed visible damage; however, at the anatomical level, two response mechanisms
were recorded it to the acidity, the generation of scar tissue and the abscission of damaged
tissue in the margin, both responses generated to contain the damage. Finally, significant
differences were found, the concentration of chlorophylls a and b for the different treatments,
showing a decrease in the group treated with greater acidity.

We conclude that the damages caused in the foliar tissues depend on the time of exposure
and the concentration of acidity applied. The lower the pH level of the solutions, the greater

the damage to tissues and photosynthetic pigments, regardless of age or species.
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Introducciéon

Los asentamiento urbanos generan emisiones atmosféricas de carbon mineral,
petrdleo, nitrégeno y azufre, este Ultimo en su mayoria en forma de didoxido de azufre
(SO,), mas del 90% de las emisiones son originadas en areas industrializadas de todo
el mundo. Estas sustancias originan fendmenos en las atmosferas circundantes a las
ciudades, entre ellos se puede mencionar al ozono troposférico, smog fotoquimico,

particulas suspendidas y episodios de deposito acido (revisado en Wellburn, 1988).

El acelerado crecimiento en la poblacion ha generado un aumento en el consumo de
combustibles y emisiones, asi como la creacién de diversos productos metallrgicos y
quimicos de uso domestico e industrial. Por esta razén, las ciudades mantienen
constantes episodios de contingencias, sobre todo en paises en vias de desarrollo

como lo es el caso de la ciudad de México.

Los factores orograficos de la Ciudad de México y sus alrededores potencializan la
reactividad quimica atmosférica por la frecuencia e intensidad de las sustancias
emitidas por la industria y el parque vehicular; al mismo tiempo a eventos periddicos y
estacionales como las emisiones volcanicas del Chichonal (1984-1986) vy el
Popocatépetl (1995-2017) que aportan metano, dioxido de carbono, acido sulfhidrico y
vapor de agua (Calva, 2012).

Todo ello genera una sinergia que aumenta la radiacion difusa y el calor sensible que

en combinacion con los vientos asegura que la vegetacion urbana y del area del suelo
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de conservacion de la ciudad reciba una combinacién quimica de mas de 200
reacciones y como resultado final se generen aldehidos, cetonas, esteres y acidos

(Fenn et a/, 2002).

En la Ciudad de México se tienen reportes de lluvia acida desde finales de los afios
ochenta (Bravo y Aguilar, 1984; Baez y Padilla, 1983; Ortiz, et a/, 1984, Alvarado y
Garcia, 1988; Pefaranda, 1988). Pero hasta la fecha no se tienen documentos
publicados que caractericen o proporcionen informacion sobre el impacto que este
fendmeno tiene en los arboles urbanos de esta ciudad; ni reportes que determinen
cual es el grado de susceptibilidad de las especies a los pH reportados en la lluvia que
caen en la ciudad. Ademas de desconocer si existe algun impacto en la organizacion
de sus tejidos foliares o se afecte la integridad de sus clorofilas que disminuyan la

productividad de la fotosintesis.

Existen diversas investigaciones experimentales en las que se observan los efectos
causados por la lluvia acida en distintas especies vegetales (Evans, 1984; Birdi et al,
1987; Fuzhu et al, 1994; Soukupova et al, 2002; Da Silva et al, 2005; Sant'Anna-Santos
et al, 2006). Estos estudios se desarrollaron en condiciones de laboratorio debido a
que de esta forma se pueden observar directamente los efectos generados por este
fendmeno sin la intervencion de algun otro factor ambiental.

Los resultados obtenidos, reportan modificaciones en algunos érganos de las plantas,

particularmente en las hojas (Amthor, 1984). Las principales alteraciones visibles en las
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laminas se encuentran la deformacion del margen y cambios de coloracion, la
aparicion de lesiones en forma de manchas cafés y otras manchas con necrosis

(Evans et al, 1977).

A nivel anatémico se han reportado cambios en el grosor de la cuticula (Cape, 1986,
Hull et al, 1975), en la epidermis la deformacion celular y oclusion de células
estomaticas, pérdida de tricomas; en el mesofilo se ha reportado colapso celular total
0 parcia, formacion de tejido cicatrizado. Asi como cambios en el tamafio de los
cloroplastos (Liu et al/, 2015, Sun et al, 2016) y la concentracion de clorofilas
(Abouguendia y Baschak, 1987; Bamidele y Equagie, 2015).

Por lo anterior, esta investigacion pretende establecer cuales son los dafios
ocasionados por la lluvia acida en la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua L. y
Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh y los cambios en las concentraciones de las clorofilas a
y b ya que son especies con laminas anchas que favorecen la captacion de lluvia

ademas de ser frecuentes en la flora urbana de esta ciudad.
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Objetivos

General

Determinar el dafio anatémico foliar de arboles de 1y 3 afios de Liquidambar

styraciflua 'y arboles de 1 afio de Fraxinus uhdei generado por la lluvia acida inducida

en condiciones de invernadero bajo diferentes concentraciones de pH.

Particulares

)

Monitorear los dafios visibles en la superficie de las hojas durante el
experimento.

Describir la anatomia de las hojas de Liquidambar styraciflua 'y los foliolos de
Fraxinus uhder.

Determinar los cambios en la cuticula de las laminas foliares resultado de los
diversos tratamientos.

Observar los dafios anatémicos en las laminas de ambas especies causado por
cada tratamiento.

Establecer qué valor de pH es el que genera mayor dafio en el tejido foliar.
Encontrar cambios en la concentracion de las clorofilas @ y 6 en todos los
tratamientos.

Identificar la especie mas tolerante a condiciones de acidez.
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Hipdtesis

La lluvia con un pH menor a tres genera dafios en los tejidos vegetales y provoca
disminucion en la concentracion de clorofilas. Por lo tanto, se espera encontrar
diferencias en la severidad de dafios y cambios en la concentracion de clorofilas en
arboles de dos especies, causados por lluvia simulada con soluciones acidas a distintos

pH en condiciones de invernadero.



Efecto de la lluvia &cida simulada sobre |la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua

Jardin Botdanico A

e (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae).

Antecedentes

Debido al relieve que rodea a la ciudad de México se forma una cuenca alrededor de
ésta, lo que propicia el estancamiento del aire favoreciendo problematicas ambientales
(Meza y Moncada, 2010), que generan cambios microambientales dentro de la urbe y

afecta a todos los organismos que se encuentran dentro de ésta.

Las principales sustancias emitidas a la atmdsfera y que se evaluan por el Sistema de
Monitoreo Atmosférico de la ciudad de México son: el mondxido de carbono (CO),
Particulas suspendidas (PM,s y PMy), compuestos organicos totales (COT),
compuestos organicos volatiles (COV), amoniaco (NH3), los dxidos de nitrogeno (NOx)
y el bioxido de azufre (SO,). En el Inventario de emisiones (2014), se reportd un total

de 696,513 toneladas*afio™ de estos contaminantes.

Todas las sustancias mencionadas anteriormente siguen distintas rutas y mecanismos
en la atmodsfera, pueden permanecer en el aire desde un dia hasta semanas vy
depositarse gradualmente en el suelo, cuerpos de agua o la vegetaciéon a travées de la

via seca o humeda (Figura 1).

La deposicion seca es el proceso mediante el cual las particulas y los gases se
depositan por accion de la gravedad. En la deposicion humeda se eliminan los gases y

particulas de la atmdsfera por su interacciéon con la humedad presente en la misma,
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depositandolos en la superficie de la biosfera por medio de la lluvia, la nieve, el rocio y

la niebla. (Mohnen, 1988; Secretaria del Medio Ambiente, 2014).

/
/ / !l !/
Lluvia a’cida,’ "' il
/

/ / / /" Lluvia acida
/ / Ay
AT Lrd o

ooy

Figura 1.Proceso de formacion de la lluvia acida y el depédsito seco. Modificado de Mohnen, 1988

El CO, los COV y los NOx emitidos a la atmosfera interaccionan con la radiacion solar
para formar el ozono (O3) troposférico, mientras que el didxido de nitrogeno (NO,) y
el didxido de azufre (SO,) reaccionan con la humedad presente en el aire para formar
sustancias acidas como el acido nitrico (HNO3) y el acido sulfdrico (H,SO4) (revisado en
Durham y Demerjian, 1986, Mohnen 1988, Fenn et a/, 2002).

El 4cido sulfdrico y el acido nitrico producido en la atmésfera urbana alteran la acidez
del agua de lluvia; de tal forma que el depdsito humedo es un problema ambiental

importante por los efectos que tiene en la vegetacion dentro y fuera de la ciudad
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(Tamm y Cowling, 1977; Evans, 1984; Adams y Page, 1986; SIMAT, 2015a, SIMAT,

2015b).

Lluvia acida

Normalmente en las gotas de agua de las nubes se encuentra disuelto dioxido de
carbono (CO,) proveniente de la atmdsfera, que al interaccionar con el agua forma
acido carboénico (H,COs) y se disocia en iones carbonato (COs%) lo cual hace que su
pH sea de 5.6 (lluvia natural). Mientras que la lluvia acida es aquella que posea un

valor pH<5. (Kotz et al, 2008).

Se sabe que el potencial de hidrogeno (pH) es una medida de la acidez o alcalinidad
en una disolucion acuosa y tiene una escala que va de 0 a 14. El agua destilada tiene
un valor de pH 7, mientras que las disoluciones acidas tienen un pH menor a 7 y las

alcalinas tienen un pH mayor (/bid).

La lluvia acida se forma cuando los 6xidos de azufre y de nitrdgeno son arrojados a la
atmosfera, durante su transporte sufren transformaciones por la interacciéon con la
humedad atmosférica, la radiacion solar y el oxigeno, formando una serie de
reacciones complejas (/dem) que originan acido sulfurico (H,SOg4) y acido nitrico
(HNO3). Que finalmente son depositados en los ecosistemas urbanos, ecosistemas

naturales o cuerpos de agua cercanos a las fuentes de origen.

En regiones donde no existe la actividad humana, la humedad atmosférica se ve

expuesta a cantidades variables de acidos de origen natural; de este modo las
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precipitaciones tienen un pH de alrededor de cinco. Pero, en las regiones que se
extienden alrededor de centros de actividad humana, y que pueden llegar a cientos de
kilometros, el pH de la precipitacion es mas bajo, entre 3.5 a 4.5 o aun menor

(revisado en Wellburn, 1988, revisado en Mohnen, 1988; Minoura y lwasaka. 1996).

En la revision de Granados et a/, (2010) se divide la formaciéon de la lluvia acida en dos

etapas:

Fotoquimica: Esta ocurre en fase gaseosa. El dioxido de azufre y el 6xido de nitrogeno
se oxidan a trioxido de azufre (SO3) y dioxido de nitrégeno (NO,), respectivamente
[ecuacion 1y 2], gracias a la energia proporcionada por la radiacion ultravioleta del Sol

y por demas agentes oxidantes de la atmosfera.

250; + Oz 2503 (1]

NO + 1/20, >NO; (2]

Catalitica: Tiene lugar en fase liquida y consiste en la transformacion del SOy del NO,,
en acido sulfdrico (H,SO4) [ecuacion 3] y acido nitrico (HNOs) [ecuacion 4],
respectivamente por disolucion acuosa, siendo catalizada la reaccion principalmente
por sales de hierro y de manganeso presentes en las gotas de agua. Parte de este
acido es neutralizado en la atmdsfera por el amoniaco, originandose iones amonio

10
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(NH4.); el resto aparece disuelto en las gotas de lluvia, acidificandola, en forma de

iones sulfato (S0O4%), iones nitrato (NO37) y iones hidrégeno (H*).

SO3 + HO =2 HS504 (3]

2NO, + H,O > HNO, + HNO3 (4]

La lluvia 4ciada y su interaccion con las plantas

La deposicion acida en general, contribuye a la reduccion del pH en ecosistemas
terrestres y acuaticos. En el suelo el pH de la solucion que rodea a las raices influye en
la disponibilidad de cationes y aniones para la absorcion. En suelos alcalinos, la
disponibilidad de P, Zn, Fe, Mn, Cu y B es muy bajo, mientras que en suelos acidos, el
crecimiento de la planta es principalmente limitado por concentraciones toxicas de
ATy Mn?*en la rizosfera (revisado en Marschner, 2012). Lo anterior permite entender
que un aumento considerable de pH permite la movilizacion de metales toxicos,
especialmente del aluminio (revisado en Granados et al, 2010, INECC, 2014) y que

provoca una alteraciéon en la absorcion de nutrientes para el desarrollo de las plantas.

Por otro lado, la lluvia sea acida o no entra en contacto directo con las plantas a través

de su follaje, que puede sufrir alteraciones si las concentraciones de pH son muy bajas.

11
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Dado las hojas son el 6rgano de las plantas que reciben directamente los efectos de la
lluvia, sera descrita de forma breve la estructura tipica de una lamina foliar (Figura 2),

la cual se divide en tres tipos de tejidos: el epidérmico, fundamental y vascular.

parénquima
empalizada

haz vascular

ovena cuticula

epidermis

arénquima
P 1 superior

esponjoso

espacio

J 9 ’ - .
8. de aire

N
‘@@@@m'a

estoma

epidermis
inferior

células guarda

Figura 2. Estructura tipica de una hoja. Modificado de Gonzalez, 2003.

Recorriendo la estructura de la lamina de afuera hacia adentro, encontramos en
primer lugar a la cuticula que es cubierta que rodea a toda la hoja y que interacciona
directamente con el ambiente. Seguido del tejido epidérmico formado por células
compactas sin cloroplastos, se distinguen dos tipos de epidermis, la superior o adaxial

y la inferior o abaxial; en esta Ultima generalmente se encuentran inmersos los
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estomas, que son estructuras especializadas formadas por las células guarda que

poseen cloroplastos y cuya funcion es el intercambio gaseoso (Freeman, 2009).

Por debajo de la epidermis se encuentra el tejido fundamental, también llamado
mesofilo. Se diferencian dos tipos de celulas: las que se disponen forma paralela,
llamadas parénquima en empalizada, y las que se disponen en forma muy irregular,
dejando entre si espacios intercelulares que en conjunto se le denomina parénquima
esponjoso. Las células en empalizada tienen un gran contenido de cloroplastos y su
principal funcion es realizar la fotosintesis. En cambio, las células del parénquima
esponjoso, estan mucho mas vinculadas con el transporte de los gases al interior y

exterior de la hoja (/bid,, p. 804).

Finalmente, el tejido vascular se compone a su vez de dos tejidos complejos llamados
xilema y floema. El xilema lleva a cabo el transporte de agua e iones disueltos y se
ubica hacia la superficie adaxial, mientras que el floema lleva a cabo el transporte de
azUcares, aminoacidos, sefiales quimicas y de otras sustancias; su ubicacion es hacia la

superficie abaxial (/bid, p. 806).

Ingreso de sustancias a las hojas y dafios ocasionados por la lluvia acida en los
tejidos foliares

La primera estructura de la hoja que tiene contacto con las gotas de lluvia es la
cuticula, la cual es originada por la secrecion de las celulas epidérmicas y esta

organizada por una capa estructural de polimeros de Ciys — Cig de acidos grasos y

13
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glicerol denominada cutina (Kurst y Samuels, 2009). Las ceras epicuticulares son el
segundo componente formado por acidos alifaticos de cadena larga que crean una
matriz, la cual puede presentar diversos patrones y formas de acuerdo a las
condiciones propias de la especie y de la atmosfera circundante con la que interactla

(revisado en Riederer y Muller, 2006).

Se sabe que la cantidad y grosor de las ceras epicuticulares depende principalmente
de las condiciones de temperatura, intensidad de la radiaciéon solar y disponibilidad de

agua (Medeiros et al, 2017).

La lluvia sea acida o no puede penetrar a través de capas de la cuticula o por medio
del poro estomatico para llegar al mesofilo de las hojas. Crafts (1961) postuld que la
cuticula esta perforada con microporos, éstos suelen ser numerosos en areas
especializadas como son las bases de tricomas, hidatodos o pelos glandulares (Dybing

y Currier, 1961; Sargent y Blackman, 1962).

Las moléculas no polares que se depositan sobre la ldmina, deben penetrar la cuticula
a velocidades mas rapidas que las de las moléculas polares (tales como iones
inorganicos y agua) debido a la naturaleza de la cutina y ceras epicuticulares de la
cuticula (Norman et al, 1950). Las moléculas polares pueden entrar preferentemente a
la hoja a través de canales pectinaceos que atraviesan la cuticula hasta la epidermis y

son afines a estas moléculas (Roberts et a/, 1948; Linskens, 1950; Leonard, 1958).
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Esto se evidencia dado que alrededor del 95% de todas las lesiones foliares, después
de la exposicion a la lluvia acida simulada se producen cerca de las bases de los
tricomas, a lo largo de las venas de la lamina, y alrededor de los estomas (revisado en

Evans, 1984; revisado en Wellburn, 1988).

La acidez de una solucion también puede afectar las tasas de penetracion de la
cuticula. En experimentos con aislados cuticulares de hojas de chabacano, las tasas de
penetracion de sustancias acidas aumentaron con la acidez de la solucion (Schénherr,
1976; Schornherr y Schmidt, 1979).

Adams (1982), demostrd que las hojas de varias especies tienen diferentes capacidades
amortiguadoras. El pH de las gotas de lluvia simulada (50 pl) de pH 5.6, 3.5y 3.0, por
lo general se incrementd durante el periodo de tiempo de 75 minutos de mediciones.
Esto sugiere una interaccion de las ceras y cutina con las sustancias acidas que llevan
las gotas de lluvia, que ademas generan modificaciones en la cuticula, lo que puede
aumentar notablemente el grado de humectabilidad en la superficie de las hojas
(Fogg, 1948).

Al existir modificaciones en la cuticula de las hojas, estas son mas sensibles al recibir
sustancias acidas, que pueden influir en la degradacion del mesofilo de las hojas y por
lo tanto, afectar el desarrollo y vigorosidad de toda la planta.

Puesto que las sustancias acidas aportan iones de H* que pueden reemplazar una

cantidad equivalente de algun nutriente, es decir, por cada equivalente de acido es
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extraida una cantidad similar de nutrientes H* + H* = Ca?* o 2K* (revisado en
Wellburn, 1988). Algunas investigaciones han demostrado que los niveles de acidez en
las hojas influyen en la lixiviacion de los nutrientes de las plantas (Wood y Bormann,

1974; Fairfax y Lepp, 1975; Evans et a/, 1980; Minoura y Iwasaka, 1996).

En todas las especies estudiadas los valores de pH muy bajos favorecen una rapida
lixiviacion de los cationes Ca®*, K* y Mg?* en las hojas (revisado en Evans, 1984). Este
reemplazo de H* por los nutrientes antes mencionados en algunas sustancias
presentes en las células del mesofilo refleja dafios a nivel interno y en la superficie de

las hojas.

Se reporta que las lesiones producidas por la lluvia acida simulada se originan
principalmente en las hojas y las estructuras reproductivas (Gordon, 1972; Jonsson y

Sundberg, 1972; Evans et a/ 1977, Evans et a/, 1978; Evans y Curry, 1979).

Otros efectos a la exposicion a lluvia acida simulada es la produccion de agallas sobre
la superficie foliar adaxial (Evans et a/, 1977, Evans et a/, 1978; Sant'Anna-Santos et a/,
2006), las agallas se producen a partir de la proliferacion y ampliacion anormal de
células, estos efectos han sido encontrados en Artemisia tilesii Ledeb., Phaseolus
vulgaris L.y Spinacia oleracea L. (Adams, 1982).

En la actualidad, casi todos los conocimientos acerca de las lesiones foliares visibles se
deriva de la exposicion de las plantas a lluvias acidas simuladas, pues de esta manera
se observan los dafios especificos como consecuencia del tratamiento.
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También se han llevado a cabo experimentos para clasificar la sensibilidad de las
especies a la lluvia acida simulada. En base a los efectos visibles en el follaje, se ha
sugerido que el grado de sensibilidad de las plantas en un intervalo de mayor a menor
es el siguiente: angiospermas y gimnospermas (Evans y Curry, 1979). Dentro de cada
especie, la cantidad de lesiones visibles en la hoja parece referirse linealmente a la
concentracion de iones H* de la solucion de lluvia simulada (revisado en Evans, 1982,

Ashenden, 2002; Da Silva et a/, 2005).

El grado e intensidad de dafio esta asociado a la zona de las hojas que tiene contacto
con el agua de lluvia (Percy y Baker, 1987). El dafio también puede depender de la tasa

de absorcion de las sustancias.

La cantidad de agua absorbida por el follaje, a su vez depende de las caracteristicas
anatomicas de las hojas que varian entre especies y como consecuencia se puede
determinar su sensibilidad a la precipitacion acida (Sargent y Blackman, 1962; revisado

en Evans, 1984).

Efecto de la lluvia acida en la concentracidn de clorofilas

La fotosintesis es un proceso esencial para el desarrollo y mantenimiento de las
plantas. El principal organelo encargado de realizar este proceso quimico es el
cloroplasto, que se encuentra principalmente en las células del parénquima

empalizada de las hojas.
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Los cloroplastos se componen de laminillas interiores (tilacoides), las cuales contienen
moléculas como las clorofilas y carotenoides que tienen la capacidad de absorber
energia radiante, que luego se utiliza para transferir electrones a través de compuestos
ricos en energia (NADPH y ATP). Posteriormente se reduce el CO, para generar
hidratos de carbono y la liberacion de oxigeno (Diaz de la Guarda, 2010).

Para que el proceso fotosintético se desarrolle, la luz debe ser absorbida por las
moléculas  receptoras llamadas pigmentos o
fotorreceptores que forman el complejo colector de
luz. Las plantas poseen varios tipos de pigmentos; la
clorofila que proporciona el color verde, los

carotenoides que son de colores rojos o anaranjados

y se encargan de proteger a las clorofilas, evitando su

clorofila a

fotooxidacion (Figura 3); las antocianinas son violetas

<
0 rojizas, dan color a las flores y los fitocromos que 0

Centro de Reaccion

son importantes para la morfogénesis de las plantas Figura 3. Complejo colector de luz,
Modificado de Diaz de la Guardia, 2010.

(1bid).

Al incidir los fotones de luz sobre un atomo de un pigmento, éste absorbe la energia
del fotdn incrementando la energia de sus electrones que la transfieren del orbital mas
proximo al nucleo del orbital mas lejano. Dado que las moléculas de los pigmentos

son complejas y poseen muchos electrones, cada uno de ellos puede absorber fotones
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de distintas longitudes de onda y por lo tanto distinta energia (Azcon-Bieto y Taldn,
2013).

La captacion de distintas longitudes de onda (A) en relacion con la absorcion (o
absorbancia) de luz de un pigmento, se conoce como espectro de absorcion. Cada
pigmento posee maximos de absorcidn que permiten caracterizarlo o cuantificar la
cantidad presente en alguna solucion por unidad de peso o superficie de hoja (Diaz de

la Guardia, 2010).

En la figura 4 se puede observar el espectro de absorcion de diferentes pigmentos
fotosinteticos, las clorofilas a y b absorben primordialmente luz de los campos azul-
violeta y rojo del espectro. En la fotosintesis, el electron de la clorofila a que ha
absorbido un foton de la porcion azul del espectro, pierde la energia extra en forma
de calor y termina con igual energia que un electron que ha sido energizado por un

foton de la porcién roja del espectro (Murray, 2005).

Los carotenoides absorben longitudes de alta energia que se encuentran en la zona
de morados y azules, es decir, son mas eficientes en la captura de energia en estas
longitudes para luego transmitirlas a las clorofilas y disiparse en forma de calor

(Azcon-Bieto y Taldn, 2013).
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Figura 4. Espectro de absorcidn de pigmentos fotosintéticos. Modificado
de Rodés y Collazo, 2006.

La relacion de la fotosintesis (captacion de CO;) con la longitud de onda empleada se
denomina: espectro de accion de la fotosintesis. En la figura 3 se observa que ambos
espectros coinciden en lo referente a las longitudes de onda. Donde la eficiencia
fotosintética es mas alta y donde la absorcion luminosa de los pigmentos es mayor,

probando asi que todos estos pigmentos participan en el proceso de la fotosintesis.

Cuando las plantas son sometidas a tratamientos acidos, se han reportado cambios en
la eficiencia de la fotosintesis (Velicova et al, 1999; Giri et al, 2013; Polishchuk et al,
2016). En la revision de Wellburn (1988) se menciona que la inhibicion de la fotosintesis

es considerada uno de los primeros efectos del dioxido de azufre sobre las plantas y
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por lo tanto, los cloroplastos son los primeros sitios donde se perciben los efectos del

dioxido de azufre o por sustancias acidas en solucion acuosa.

El pH del estroma siempre es cercano a 7 y esto favorece la formacion de iones sulfito
por la ionizacion del sulfuro. Sin embargo, si el pH baja los compuestos de azufre
entrarian mas facilmente como SO,*H,0 y todas las formas de didéxido de azufre

podrian entrar como agentes oxidantes.

Si en el interior del tilacoide existen fluctuaciones del pH, éste comienza a hincharse,
por lo que se da una desintegracion general en la estructura de la grana (Liu et al,
2015); inicialmente este fendmeno es reversible, aunque el tiempo de recuperaciéon es

proporcional a la dosis recibida.

Una vez que los acidos entran en forma de iones al interior del tilacoide, se produce
un cambio de pH en el lumen del mismo. Lo que desencadena una disipacion de
energia fotdnica por las altas concentraciones de H* que se manifiesta en la extincion
de la florescencia de la clorofila g ademas de cambios en las propiedades

fisicoquimicas de la membrana tilacoidal (Velicova et a/, 1999; Polshchuk et a/, 2016).

Esta desnaturalizacion en la estructura del cloroplasto propicia el ensamblaje anormal
de la enzima ATP.,-cloroplasto y en consecuencia existe una disminucion en el

transporte de iones Mg?* (Polshchuk et a/, 2016, Sun et al, 2016).
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Las reacciones que ocurren en las membranas de los tilacoides dependen del flujo de

electrones inducido por el agua, que genera un gradiente de protones a traves de la

membrana que hace al estroma volverse mas alcalino y al lumen mas acido (Figura 5).

Otra evidencia sobre la influencia en las fluctuaciones del pH es la inactivacion de la

enzima Ribulosa Bifosfato Carboxilasa Oxigenasa (RuBisCO) cuando los niveles de

pH<7, por lo que a valores menores podria disminuir en un 50% la fotosintesis neta

que afectaria el crecimiento de las plantas por la reduccién en la eficiencia de fijacion

de carbono (revisado en Wellburn, 1988).

Transporte de electrones Sintesis de ATP
! Espacio tilacoidal o ! Q@ !
Alta concentracion de H+ (pH bajo) @ [+
NADP @

@ reductasa

°© o
\

i!i’lﬂlﬁtﬂ.,ﬂﬁllﬂﬂﬁq
S

Fotosistema |

e
Q@ (1] ] NADP+ NADP
Estroma @ © © @ 6
Alta concentracion de H+ (pH muy bajo) (] °
@
¢ © o © o o

Q Q¢

sintetasa

Figura 5. Membrana tilacoidal y el aumento en concentracién de iones

hidrégeno en el estroma. Modificado de Samartin, 2012.
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Estudlios previos sobre lluvia acida en diversas especies vegetales

Son diversas las investigaciones que se han realizado sobre de la lluvia acida, éstas

abarcan distintos enfoques como puede verse en la tabla 1, sin embargo aun falta

realizar un mayor nimero de investigaciones que describan los impactos generados

por la acidez en las plantas que se desarrollan en ambientes urbanos.

Tabla 1. Investigaciones previas realizadas sobre el impacto de la lluvia dcida en diferentes especies

vegetales

Autor Especie

Evans et al.; 1977 Phaseolus vulgaris

Helianthus annus

Pinus strobus
Evansy Curry, 1979 Tradescantia sp.

Pteridium aquilinum

Quercus palutris

Glycine max

Troiano et al.; 1982 Raphanus sativus
Rathiery Frink, 1984 Nicotiana tacabum

Neufeld et al.; 1985 Liriodendron tulipifera
Platanus occidentalis
Liquidambar styraciflua
Robina pseudo-acacia
Harcourt y Farrar, 1989 Raphanus sativus
Hordeum distichum

Huttunen et al.; 1990 Pinus sylvestris

23

Familia Tema de investigacion
Fabaceae

Asteraceae Perturbaciones anatomicas
Pinaceae Respuesta fisioldgica

Commelinaceae

Dennstaedtiaceae

Fagaceae Anatomia de follaje
Fabaceae

Brassicaceae Efectos en crecimiento
Solanaceae Calidad y productividad de hoja

Magnoliaceae

Platanaceae

Altingiaceae Dafio foliar, anatomia
Fabaceae

Brassicaceae

Poaceae Crecimiento
Pinaceae

Formacién de cristales, lixiviacion



i

UNAM

(Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae).

)
\‘gﬁ%} Efecto de la lluvia &cida simulada sobre |la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua
-

Jardin Botdanico
Instituto de Biologia

UN
POSGR/DO
Ciencias Biologicas

Turunen y Huttunen, 1991

Zobel y Nighswander, 1991

Smalley et al.; 1993

Dixon y Kuja, 1995

Shan et al.; 1995

Smith et al.; 1996
Singh y Agrawal, 1996

Shan, 1998

Houbao y Chuanrong, 1999

Picea abies
Betula tortuosa
Pinus sylvestris
Betula tortuosa
Pinus nigra
Pinus resinosa

Pyrus communis

Citrus x limon
Acer sccharum
Picea glauca

Pinus armandi

Pinus armandi
Triticum aestivum
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Acer saccharum
Acer saccharum
Acer rubrum
Betula lutea
Tsuga canadiensis
Pinus strobus

Cinnamomum
camphora

Ligustrum lucidum
Castanopsis fissa

Melia azedarach

Pinaceae
Betulaceae
Pinaceae
Betulaceae
Pinaceae
Pinaceae

Rosaceae

Rutaceae
Sapindaceae
Pinaceae

Pinaceae

Pinaceae
Poaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Sapindaceae
Sapindaceae
Sapindaceae
Betulaceae
Pinaceae
Pinaceae
Lauraceae
Oleaceae
Fagaceae
Meliaceae

Sapindaceae

de nutrientes

Efectos en la cuticula

Acumulacién de compuestos
fendlicos
Permeabilidad de cuticulas aisladas

Cambios en biomasa

Crecimiento, nutricién, pigmentos
fotosintéticos

Contenido clorofila, asignacién de
Cy biomasa
Respuestas fisiologicas
Respuesta a la acidez
Anatomia
Ultraestructura de cloroplasto
Caracteristicas de fotosintesis

Crecimiento vy fisiologia

Germinacion en suelo acido

Dafio foliar, decline clorofila
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Fany Wang, 2000

Soukupova et al.; 2002

Campos da Silva et al.; 2005

Da Silva et al., 2005

Wand et al.; 2005

Lee et al.; 2006
Sant'Anna-Santos et
2006

Liu et al.; 2007

Kumari y Tomar, 2009

Neves et al,, 2009
Ween et al.; 2011

Kardel et al.; 2012

al,

Cinnamomum
camphora

Ligustrum lucidum
Castanopsis fissa
Koelreuteria bipinnata
Picea abies

Eugenia uniflora
Clusia hilariana
Gallesia intergrifolia
Genipa americana
Joannesia princeps
Mimosa artemisiana
Spondias dulcis
Bauhinia variegata
Glycine max

Arabidopsis thailiana

Genipa americana

Schima superba
Pinus massoniana

Mentha piperita

Eugenia uniflora
Glycine max

Alnus glutinosa

Acer pseudoplatanus
Betula pendula

Quercus robur

Lauraceae
Oleaceae
Fagaceae

Sapindaceae

Pinaceae
Myrtaceae
Clusiaceae
Phytolaccaceae
Rubiaceae
Euphorbiaceae
Mimosidae
Anacardiaceae
Fabaceae
Fabaceae

Brassicaceae

Rubiaceae

Theaceae
Pinaceae

Lamiaceae

Myrtaceae
Fabaceae
Betulaceae
Sapindaceae
Betulaceae

Fagaceae

Germinacion, dafio foliar,
contenido clorofila

Cambios anatdémicos e histolégicos

Anatomia

Dafio foliar, anatomia

Fotosintesis

Necrosis, vias de sefializacion del
acido salicilico

Dafio foliar, anatomia

Respuestas de florescencia en
clorofila y xantofilas

Contenido clorofila, acido
ascoérbico

Fotosintesis

Ultraestructura de cloroplasto

Permeabilidad de hojas
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Chen et al.; 2013 Liquidambar formosa Altingiaceae Respuesta fotosintética y
antioxidantes

Schima superba Theaceae
Mehreen et al.; 2013 Triticum aestivum Poaceae Efecto morfoldgico y fisiologico
Shen et al.; 2013 Acacia mangium Fabaceae Intercambio de cationes en el
dosel
Dimocarpus longan Sapindaceae
Tong y Zhang, 2014 Castanopsis Fagaceae
sclerophylla
Cinnamomum
camphora Lauraceae Sensibilidad, crecimiento,
fotosintesis
Manglietia fordiana Magnoliaceae
Pinus massoniana Pinaceae
Elgeocarpus Elaeocarpaceae
glabripetalus
Bamidele y Eguagie, 2015 Capsicum annum Solanaceae Respuesta ecofisioldgica
Liu et al.; 2015 Elaeocarpus Elaeocarpaceae Florescencia de clorofila y efectos
glabripetalus en crecimiento

La lluvia acida y sus precursores en la Ciudad de México y el area metropolitana

La contaminacion atmosférica en la ciudad de Meéxico y el area metropolitana es
provocada principalmente por el consumo de combustibles fosiles en diferentes
sectores, lo que genera en la atmosfera circundante la presencia de sustancias
acidificantes como el dioxido de azufre (SO,) y oxidos de nitrégeno (NO,). Esto
propicia la formacién de compuestos acidos que se acarrean y precipitan en la ciudad
desde los afios 80's (Bravo y Aguilar, 1984; Baez y Padilla, 1983; Ortiz, et a/, 1984;
Alvarado y Garcia, 1988; Pefiaranda, 1988).
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La Direccion de Monitoreo Atmosférico ha generado informes sobre las
precipitaciones acidas desde 1994, en este primer reporte se encontré que la zona
suroeste alcanzo la mayor acidez con valores de pH 4.3 a 4.6; en contraste los
intervalos de baja acidez de 5.6 a 6.6 unidades de pH fueron para la zona noreste.

Se sabe que la distribucion de los niveles del pH del agua de lluvia se asocia
estrechamente con las tasas de emision, el tiempo atmosférico prevaleciente y el
transporte de los precursores SO,y NOy a lo largo de la ciudad.

Los valores bajos de pH reportados en la zona suroeste se asocian con la trayectoria
del viento predominante en la ciudad y el area metropolitana. Los vientos siguen una
trayectoria dominante con direccion norte - sur, con velocidades de mayor intensidad
en la direccién noroeste - sureste de 2 a 3 m*seg™ y vientos mas débiles entre 1y 2

m*seg’ con direccion noreste — sureste (Secretaria del Medio Ambiente, 1994).

Para el informe del 2006, se realizd una distribucion histérica que indica los patrones
de distribucion de las precipitaciones acidas (Figura 6), el color anaranjado en los
mapas indican las zonas con lluvia acida. En los afios 1998 y 2000 se observa un
aumento en la acidez para toda la ciudad, esto fue consecuencia de la actividad
volcanica del Popocatépetl, que se encuentra a 72 km al sureste de la Ciudad de

México (Secretaria del Medio Ambiente, 2006).

Durante el 2015, en todos los sitios de recolecta se encontraron muestras con valores

de pH que corresponden a lluvia acida. En la Figura 7 se indican las zonas que
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reportaron valores de pH<5.6 y observa que el mayor nimero de episodios acidos
ocurrieron al sur y al poniente de la Ciudad. El valor minimo de pH fue de 3.8 al
sureste de la Ciudad de México, el sitio se ubica en una zona rural en donde

predomina la actividad agricola (Secretaria del Medio Ambiente, 2016).

La presencia de lluvia acida en el suelo de conservacion (area de 87,291 ha. al sur de la
ciudad de México), puede tener efectos graves importantes en la salud de los bosques,
en los cuerpos de agua que aun sobreviven en la region, ademas del impacto
econémico en las zonas de produccion agricola.

Sin embargo, no existen investigaciones que esclarezcan los efectos puntuales
ocasionados por la lluvia acida, sélo se sabe que los bosques de las sierras de Ajusco-
Chichinautzin y de las Cruces se encuentran bajo un grave estrés provocado por los
elevados niveles de ozono, durante la temporada seca y por la lluvia acida en la

temporada humeda (Calva 2012).
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Figura 6. Distribucidn espacial histérica del pH del agua de lluvia en la ZMVM (1990-2006) Tomado de
Secretaria del Medio Ambiente, 2006. El color anaranjado indica zonas con lluvia acida; el color amarillo
indica zonas con lluvia “natural”.
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Figura 7. Distribucion del nimero de muestras en las que se detectd la presencia de lluvia acida.
Durante la temporada de lluvia se colectaron alrededor de 24 muestras por sitio. Tomado de
Secretaria del Medio Ambiente, 2016.
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Método

Seleccion de especies

Se decidio elegir a Fraxinus uhdei y Liquidambar styraciflua, debido a que estas
especies se reportan como frecuentes en los sitios arbolados de la Ciudad de México
(Chacalo et al, 2009). Ademas, ambas poseen una arquitectura foliar similar que sera
descrita a continuacion, estas similitudes permiten establecer cual de ellas es la especie

mas susceptible a generar alteraciones en su anatomia por efecto de la lluvia acida.

Descripcion general de la arquitectura foliar de las especies

Liquidambar styraciflua

Hojas simples y opuestas con peciolo marginal (Figura 8); lamina mesofila (4,500-
18,225mm?) de acuerdo con Ellis et a/, (2009); lamina palmatilobada con base
simétrica lobada y con angulo reflejo; apice recto y agudo; margen retuso coéncavo-
convexo. Venacion primaria palmeada decurrente con base actinodroma; venas
secundarias mayores broquidodromas festoneadas, las venas de 3er y 4to orden

forman reticulos.
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Figura 8. Hoja de Liquidambar styraciflua se muestra la arquitectura foliar. Las flechas anaranjadas
sefialan las venas secundarias decurrentes; las flechas rosas sefialan los reticulos que forman las

venas de 3er y 4to orden.
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Fraxinus uhdei

Hojas imparipinadas opuestas con peciolo marginal (Figura 9); foliolos microfilos (225-
2,025mm?) de acuerdo con Ellis et a/, (2009); lamina entera eliptica y simétrica; base
cuneada aguda; apice recto y agudo; margen retuso concavo-recto. Venacion primaria
pinnada decurrente; venas secundarias mayores broquidodromas festoneadas, las

venas de 3er y 4to orden forman reticulos.

Figura 9. Foliolos de Fraxinus uhdei se muestra la arquitectura foliar. Las flechas anaranjadas
sefialan las venas secundarias decurrentes; las flechas rosas sefialan los reticulos que forman las
venas de 3er y 4to orden. Se observan claramente la unién de las venas de segundo orden.
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Ubicacion taxondmica de las especies
En la tabla 2 se marca la ubicaciéon taxondémica de cada especie, para realizar

comparaciones con distintos trabajos similares que puedan compartir algunas familias.
Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Liquidambar styraciflua y Fraxinus uhdei por Stevens, 2017.

Reino Plantae Plantae
Filo Traqueophyta Traqueophyta
Clase Magnoliopsida Magnoliopsida
Orden Saxifragales Lamiales
Familia Altingiaceae Oleaceae
Género Liquidambar Fraxinus

Especie styraciflua uhdei

Descripcion botanica de las especies

Liquidambar styracifiua L.

Arbol monoico de hasta 41 m. de altura, de corteza externa fisurada; hojas (figura 10)
con estipulas lineares-lanceoladas de 3-4 mm, caducas tempranas, dejando 2
cicatrices estipulares adaxialmente cerca de la base del peciolo; peciolos de 60-100
mm. La lamina de la hoja es palmeadamente lobulada, los I6bulos principales a veces
también dentado-lobulados, miden de 7-19 x 4.4-16 cm; con superficies glabras,
excepto las hojas jovenes que son peludas en las venas y las venas axilares principales
en la base con pelos simples persistentes de color marron rojizo. Flores estaminadas

en racimos pedunculados de 3-6 cm; perianto ausente; estambres 4-8 (-10) por flor,
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150-176 (-300) por racimo, cayendo después de la antesis. Flores pistiladas sin
perianto; sin hipanto con 5-8 estaminodios alrededor de los l6bulos del disco; ovario
(1-) 2-16culos; 2 estilos; estigmas curvos. Frutos capsulares globosos marrones en la
madurez de 2.5-4 cm de diametro (Incluidos estilos indurados). Semillas apicalmente
aladas de 8-10 mm, marcadas con conductos de resina; semillas abortadas de color
marron de 1-2 mm, sin alas, irregulares, que se asemejan a aserrin (Flora de

Norteamérica, 2017).

Esta especie ha sido empleada en la recuperacion de terrenos degradados o
desmontados o donde hubo actividad minera. Es muy apreciada como planta de
ornato en avenidas, parques Yy jardines por la belleza de su follaje que en otofio se
torna rojo-amarillento, escarlata, violaceo. En zonas no urbanas los arboles
proporcionan alimento durante el invierno y refugio para el apareamiento de gran
variedad de aves y mamiferos. Se ha comprobado que es una especie tolerante a
diversos factores ambientales como el incremento de CO, también posee una
tolerancia intermedia al ozono (las hojas pierden color y se necrosan) y a fluoruros. La
lluvia acida causa reduccion significativa de raices y biomasa de tallo, sin embargo es

muy susceptible al ataque de roedores, insectos o plantas parasitas (CONABIO, 2017).
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Figura 10. llustraciéon botdnica de Liquidambar styraciflua. Modificado de Flora de Norteamérica,
2017.
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Fraxinus uhdei (Wenz.) Lingelsh

Arbol dioico de hasta de 25 m de alto, de corteza rugosa y estriada; hojas (figura 11)
de 5 a 9 foliolos, casi sesiles a finamente peciolulados, lanceolados, oblongo-
lanceolados o elipticos, de 5 a 15 cm de largo, de 1.5 a 5 c¢cm de ancho, apice
largamente atenuado, bordes menudamente dentados o serrulados, base obtusa,
redondeada o aguda, membranosos o algo engrosados, haz glabro, envés verde claro,
generalmente algo pubérulo a lo largo de la nervadura media, pero glabro en el resto;
paniculas de 7 a 20 cm de largo, raramente mas pequefias, muy ramificadas, laxas o
densas; flores con un diminuto caliz tetradentado, pétalos ausentes, las flores
masculinas con 2 estambres de 0.3 a 0.5 cm de largo, las femeninas con 1 pistilo de 0.4
a 0.7 cm de largo, estilo bifido; sémara de 2.5 a 4 cm de largo, con un pequefio
cuerpo oscuro mas o menos cilindrico, de alrededor de 0.7 cm de largo, con un ala de
alrededor de 0.5 cm de ancho, obtusa o algo emarginada en el apice (Sanchez, 2010).
Es una especie facilmente adaptable de rapido y vigoroso crecimiento, vive de 80 a
100 afios. Se ha utilizado para la recuperacion de terrenos degradados o sitios donde
hubo explotacion minera. Es una especie de ornato distribuida ampliamente en
avenidas, parques y jardines por la belleza de su follaje y sombra, siendo también el
hogar y fuente de alimento para muchos pajaros. Ha sido reportada como sensible al
ozono Yy susceptible al dafio por insectos si se encuentra en condiciones de estrés

hidrico (CONABIO, 2017).
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Figura 11. llustracidn botdnica de Fraxinus uhdei A. rama con frutos; B. flor femenina; C. flor
masculina, tomado de Rzedowski y Rzedowski, 2010.
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Obtencion y aclimatacion de las especies

Una vez establecidas las especies de estudio, se procedid a solicitar la donacion de
200 arboles a los Viveros de Coyoacan, donde se obtuvieron 50 arboles de fresno de
un afio con una altura de aproximadamente 80 cm y 75 arboles de liquidambar de un
aflo y 75 arboles de tres afios, con una altura aproximada de 60 y 210 cm,

respectivamente.

Los arboles fueron trasladados a la Unidad de Invernaderos de Investigacion del Jardin
Botanico del IB-UNAM (Figura 12), donde las plantas fueron aclimatadas durante tres
meses con un promedio de humedad relativa del 88% y temperatura de 28.2°C,
ademas se les administro fertilizante triple comercial (17% N, P, K). Al finalizar la etapa
de aclimatacion y con el fin de evitar efectos al sustrato de los arboles se colocé un

recubrimiento con una pelicula de acetato en la base de las macetas.

Fase experimental y recolecta de muestras

Para desarrollar la simulacion de la lluvia acida los arboles se distribuyeron en mesas
que correspondian a cada uno de los tratamientos, 5 arboles de cada especie y en el
caso de L. styraciflua de ambas edades. Enseguida se realizd el marcaje de 25
hojas/foliolos por cada especie y edad.

Se decidid utilizar acido sulfurico ya que los analisis de la composicion de la lluvia
reportan que la mayor proporcion corresponde a sulfatos (Secretaria del medio

Ambiente, 2016). El acido fue llevado a soluciones con distintos niveles de pH.
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La eleccion del pH de las soluciones corresponde a: los valores de la “lluvia natural”
(pH 5.6), al reportado como valor minimo (pH 3.8) en el Informe de Calidad del Aire
2015 (/bid), un escenario (pH 2.5) con un aumento considerable de acidez y un
tratamiento control con agua destilada.

El experimento se realizd durante dos semanas, con la aspersion total de 50litros*m-2
de las soluciones antes descritas en seis aplicaciones cada tercer dia. La cantidad
asperjada equivale al promedio de precipitacion de un mes reportado en la Ciudad de
México para el 2014 (Secretaria del Medio Ambiente, 2015).

Veinticuatro horas después de la primera aplicacion se comenzo el registro fotografico
de los efectos visibles en la superficie de las hojas asperjadas; dicho registro se
continud hasta el final del experimento. Al término de éste, y con el fin de realizar
estudios anatomicos se recolectaron al azar, por un método de muestreo estratificado
(Vivanco, 2006) cuatro hojas/ foliolos del marcaje realizado previamente en cada
especie y edad de todos los tratamientos.

Para realizar los estudios anatémicos en el caso de Fraxinus uhdei se tomo el foliolo
intermedio derecho de la fronda y se siguio la siguiente estandarizacion para ambas
especies: la lamina foliar se dividio en tres en orientacion transversal (Figura 13), luego
se tomo una seccion de aproximadamente 1 cm? de la mitad derecha de la ldmina que
incluyd el margen y otra seccion donde se incluyo la vena media.

Bajo los mismos criterios se seleccionaron tres laminas por cada especie y edad de los
tratamientos para la observacion de cuticulas por Microscopia Electronica de Barrido
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(MEB). También se tomaron diez laminas completas por cada especie y edad de los
tratamientos para realizar la extraccion de clorofila ay £y medir sus concentraciones

por espectrofotometria.

Figura 12. Invernadero de experimentacion

Figura 13. Estandarizacién para la toma de muestras. lzquierda Fraxinus uhdei,
derecha Liquidambar styraciflua.
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Fase de laboratorio- Procesamiento histologico de las muestras

Una vez recolectadas las muestras de las laminas, éstas se llevaron inmediatamente a
procesos distintos. Las muestras para observaciones anatomicas se fijaron en FAA*
(Formaldehido-Acido acético-Alcohol-Agua) durante 24 h.; a continuacion se lavaron a
chorro de agua hasta eliminar todo el fijador y fueron llevadas a una deshidratacion
gradual con alcohol terbutilico* (ATB) por 24 h. en cada porcentaje, comenzando con
ATB al 35% seguido de 50%, 60%, 70%, 85%, 95%, 100% y grado absoluto (*Para

consultar la preparacion de las soluciones ver el Anexo ).

A continuacion las muestras fueron infiltradas poco a poco colocando escamas de
parafina histologica cada 20 minutos, dentro de una estufa a 58°C hasta doblar el
volumen de alcohol terbutilico. Luego fueron incluidas en el mismo medio para formar
bloques de secciones transversales y ser cortadas a 15um con el micrétomo de
rotacion American Optical 820. Después se realizd una tincion contrastante con
safranina-verde rapido, se montaron en resina sintética y finalmente se etiquetaron

como lo sugiere Sandoval et a/, (2005).

Las muestras destinadas a la observacion de cuticulas en MEB se sometieron al mismo
proceso de fijacion, pero la deshidratacion gradual se llevo a cabo con etanol (30%

50%, 60%, 70%, 80%, 95% y absoluto) por 24 h. cada uno.

Después fueron secadas a punto critico con CO, durante una hora con el equipo CPD

K50 Mite, luego fueron montadas en porta muestras de aluminio con cinta conductora
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de carbon y finalmente se cubrieron con oro por dos minutos a 20 pA con el equipo
Quorum QT50R-TS. Posteriormente, se realizaron observaciones y la toma de 386
micrografias de ambas especies y los diferentes tratamientos; en un microscopio
electrénico de barrido Hitachi SU1510, en el Laboratorio de Microscopia Electronica del

IB-UNAM.

Las hojas y foliolos reservados para las cuantificaciones de la clorofila ay 6 de todos
los tratamientos se transportaron de inmediato al laboratorio; se maceraron en una
solucion solvente de acetona-hexano (4:6). Enseguida se realizaron mediciones de
absorbancia a 645 y 663 nm como lo sugiere Nagata y Yamashita, (1992) utilizando un

espectrofotometro Milton Roy Spectronic 20D (Anexo lI).

Fase de gabinete-Observaciones anatomicas y obtencion de datos

Para la observacion de las modificaciones anatdmicas en cada especie y edad, se hizo
la observacion de secciones transversales en 465 preparaciones histologicas
empleando un fotomicroscopio Axioskope Car Zeiss y se tomaron fotomicrografias en
al menos 20 campos con los objetivos de 20x, 40x y 100x. Después se realizaron
mediciones con el software libre Image-J de los caracteres anatomicos cuantitativos

descritos en la tabla 3.

Para determinar las diferencias significativas entre los caracteres evaluados en los
diversos tratamientos y las especies, asi como establecer que especie, edad o

tratamiento es el mas afectado por la lluvia acida simulada. Se realizaron pruebas de
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normalidad (Test Shapiro-Wilk) a los datos de las mediciones y posteriormente analisis
de varianza de un factor con el programa SPSS v24 (IBM). La caracteristicas de los

modelos seran explicados detalladamente en la seccion de resultados.

Tabla 3. Caracteres anatémicos evaluados

Caracteres cuantitativos Caracteres cualitativos
Seccioén transversal
Area del margen Modificacion en patrones cuticulares
Area intercostal Formacion de tejido de cicatrizacion
Vista superficial de la ldmina

Modificacion en patrones cuticulares
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Resultados

Monitoreo de dafios visibles en la superficie de la ladmina

En los tratamientos de pH 3.8 y pH 5.6 no se mostraron dafios visibles en la superficie
de las laminas de ambas especies, sélo se observaron manchas de secado de las gotas

asperjadas (Figura 14).

Figura 14. Hojas sin dafios visibles al término del experimento en tratamientos pH 3.8 y pH 5.6.
Liquidambar styraciflua (a) y en Fraxinus uhdei (b)
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En el tratamiento de pH 2.5 se encontraron dafios en los margenes y areas
intercostales, que fueron aumentando conforme avanzaba el experimento. A

continuacion se detallan las observaciones para ambas especies.

Al término de la primera aspersion Liquidambar styracifiua (Figura 15a) retuvo las gotas
de lluvia en todas sus hojas y se atribuyd a las nervaduras recurrentes que favorecieron

el estancamiento de las gotas acidas.

Transcurridas 24 h de la primera aspersion del acido, para los dos grupos de edades
de L. styraciflua se observaron dafios visibles en forma de manchas cafés redondeadas
(Figura 15b y 15¢), haciendo alusion a alguna gota acumulada en las hojas.

A la mitad del experimento (tercera aplicacion) esta especie mostraba severos dafios
en todo el follaje de los arboles, mayormente en el margen y zonas intercostales en
toda la lamina (Figura 15d). Conforme avanzd el experimento los dafios en las
aumentaron en numero e intensidad; el tejido perdid turgencia y comenzé a secarse,
las manchas aumentaron de tamafio y hubo un enroscamiento en el margen de

algunas hojas (Figura 15e).

Al final de las aplicaciones mas del 80% del follaje de los arboles reflejaba un deterioro

considerable (Figura 15f) e incluso algunas hojas comenzaron a caer.
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Figura 15. Monitoreo de dafo visible progresivo en las hojas de Liquidambar styraciflua en
el tratamiento pH 2.5. Las flechas indican zonas con dafio.
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Por otro lado, en Fraxinus uhder al terminar la primera aspersion sus foliolos mostraron
un rapido secado o barrido del agua, quedando algunas gotas solo en la vena media 'y
margen (Figura 16a).

Al transcurrir 24 h de la primera aspersion, los foliolos mostraron una apariencia mas
cerosa (Figura 16b) y aparecieron dafios visibles sélo en un arbol;, en los foliolos
aparecieron puntos cloréticos y con manchas de necrosis en zonas intercostales

(Figura 160).

Fue hasta la cuarta aspersion donde se presentaron dafios en un mayor nimero de
arboles, en forma de manchas de color café y algunas zonas necrosadas, ademas
hubo un aumento de puntos cloréticos (Figura 16d, 16e).

Al término del experimento las manchas cafés aumentaron de tamafio, en algunos
casos se observaron moteados amarillos en las zonas intercostales, arriscamiento en el

margen y amarillamiento en los foliolos (Figura 16f).
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Figura 16. Monitoreo de dafio visible progresivo
en los foliolos de Fraxinus uhdei en el
tratamiento pH 2.5. Las flechas indican zonas con
dano.
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Descripcion anatémica de las muestras observadas

Para establecer qué tejidos foliares se dafiaron en los tratamientos acidos, se realizd
una caracterizacion anatomica de ambas especies con el grupo control para tener una

referencia de la organizacion de los tejidos sin ninguna alteracion.

Liquidambar styraciflua

Vista superficial de la lamina. Las células epidérmicas son diferenciadas en costales e

intercostales, las primeras son rectangulares y alargadas, paralelas a las venas y con
paredes lineales, las células intercostales son irregulares, de diversos tamafios y con
paredes anticlinales sinuosas en ambas caras (Figura 17a, 17b), su pared periclinal
externa es lisa al igual que su cuticula. Posee estomas de tipo paracitico (Figura 18a)
distribuidos en la superficie abaxial al mismo nivel de la epidermis, es una especie
hipoestomatica; posee tricomas simples unicelulares (Figura 18b, 18c) que se disponen

sobre las venas.

Vista de transversal. Cuenta con un mesofilo dorsiventral (Figura 19a) su epidermis es

uniestratificada, con células de mayor tamafio en la cara adaxial, posee dos estratos de
células en el parénquima en empalizada y de cuatro a cinco estratos celulares de
parénquima esponjoso: en este tejido se observan drusas en celulas idioblasticas
(Figura 19b). Todo el mesofilo presenta una coloracion violeta intenso debido a los

contenidos celulares (Figura 19¢).
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El tejido vascular de la vena media tiene una organizaciéon de tipo anficribal o
perifloematico (Figura 19d); hacia el extremo adaxial, la vena media se ve reforzada por
dos o tres estratos de colénquima de tipo anular, como contenidos celulares se
observan abundantes taninos en el floema y en el parénquima de la vena media y en

el mesofilo de la lamina (Figura 19e).

SU1510 10.0kV 17.2mm x100 SE

Figura 17. Vista superficial de epidermis en Liquidambar styraciflua. a) Superficie adaxial. b) Superficie abaxial.
CC-células costales; Cl-células intercostales. Microscopia de barrido.
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Figura 18. Liquidambar styraciflua. a) Estomas paraciticos en superficie abaxial. b) Tricomas simples
unicelulares sobre una vena en la superficie abaxial. c) Tricoma simple unicelular sobre una vena en
superficie abaxial. a-b Microscopia de barrido. c-campo claro. TSU-Tricoma simple unicelular
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Figura 19. Liquidambar styraciflua. a) Mé?d”r‘ffg'%ménquima en empalizada
esponjoso; Flecha-drusas. b) Mesofilo con presencia de drusas envueltas en células idioblasticas en el
parénquima esponjoso, sefialados en flechas. c) Mesofilo con presencia de contenidos celulares
encerrados en circulo punteado; drusas indicadas con flecha. d) Vena media, C-colénquima. e)
Acercamiento al haz vascular perifloematico; X-Xilema; F-Floema. Letras a, d, e-campo claro; letra b-luz

; PES-Parénquima

polarizada; letra c-contraste de fases.
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Vista superficial de la lamina. Las células epidérmicas se diferencian en costales e

intercostales, las células costales son alargadas e irregulares, paralelas a las venas y
con paredes anticlinales lisas; las células intercostales son de forma irregular y de
diferentes tamafios y con paredes anticlinales sinuosas. Esta condicion se presenta en
ambas caras (Figura 20a, 20b), la cuticula tiene un patron estriado. Especie
hipoestomatica, los estomas son de tipo anomocitico y se disponen al mismo nivel de
la epidermis (Figura 21a).

Posee tricomas peltados glandulares en ambas caras de la epidermis, sobresaliendo la
cabezuela formada de cuatro a ocho células dispuestas perpendicularmente al pie
unicelular corto (Figura 21b); también tiene tricomas simples pluricelulares, en la cara
abaxial cerca de las venas (Figura 21c) y estan formados de tres a cinco células (Figura
21d).

Vista transversal. El mesofilo es dorsiventral, con epidermis uniestratificada cuyas

células son de mayor tamafio en la superficie adaxial, presenta de uno a dos estratos
celulares de parénquima en empalizada hacia la cara adaxial y se observan de tres a
cuatro estratos de células en el paréenquima esponjoso hacia la cara abaxial (Figura
224).

Algunas células del parénquima esponjoso poseen cristales en forma de estilodios
(Figura 22b), que también se asocian a los haces vasculares. En la vena media hacia la
superficie abaxial se encuentra tejido de parénquima y tiene uno a tres estratos de
colénquima anular subepidérmico en ambas superficies (Figura 22c¢), el haz vascular
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principal posee una con disposicion concéntrica anficribal o perifloematico con una

vaina de esclerénquima (Figura 22d).

SU1510/10 0KV 18 7mmxat0 SE | S Sonoum 501510 10,06V 18 TmmxS00 SE [ /- 2 /N - tm

Figura 20. Vista superficial de epidermis en Fraxinus uhdei. a) Superficie adaxial. b) Superficie abaxial. CC-
células costales; Cl-células intercostales. Microscopia de barrido.
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Figura 21. Fraxinus uhdei. a) Estomas anomociticos en superficie abaxial. b) Tricoma peltado en superficie
adaxial. ¢) Tricoma simple pluricelular y tricoma peltado superficie abaxial. d) Tricoma simple pluricelular en
superficie abaxial sobre una vena. a-c Microscopia de barrido. d-campo claro. TP-Tricoma peltado. TS-Tricoma
simple pluricelular.
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Figura 22. Fraxinus uhdei. a) Mesofilo PEM-Parénquima en empalizada; PES-Parénquima esponjoso; HV-Haz
vascular. b) Mesofilo con presencia de estilodios cerca de los haces vasculares, sefialados en flechas. c) Vena
media, presencia de tricomas simples pluricelulares (TS); C-colénquima. d) Acercamiento al haz vascular
perifloematico; X-Xilema; F-Floema; E-Esclerénquima. Letras a, ¢, d-campo claro; letra b-luz polarizada.
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Modlficaciones en los patrones cuticulares de las léminas foliares

En el tratamiento control se observo que L. styraciflua posee una cuticula lisa con la
presencia de ceras epicuticulares formando pequefias laminas o agregados (Figura
23a, 23b); para el tratamiento a pH 5.6 en algunas hojas se encontrd mayor cantidad
de ceras epicuticulares en diferentes zonas y en ambas caras de la lamina (Figura 23c,

23d).

En el tratamiento de pH 3.8 los individuos de un afio en la superficie adaxial mostraron
alteraciones a nivel de cutina y el colapso de las células epidérmicas. En ciertas zonas
intercostales se encontraran ceras acumuladas (Figura 23e). En los individuos de 3
afos en la superficie adaxial se hallaron acumulaciones de ceras que corresponden a
las marcas de secado de las gotas acidas (Figura 23); en las superficies abaxiales no se

encontraron alteraciones.

Para el tratamiento de pH 2.5, en las muestras de hojas de 1 aflo mostraron dafios en
ambas superficies, observandose que la epidermis colapsé por completo en regiones
intercostales (Figura 24a, 24b) y las ceras se acumularon alrededor de las areas de
dafo. En las hojas de tres afios las células mostraron pérdida de su turgencia
ocasionado por el desgaste total de la cuticula (Figura 24c), la superficie abaxial

mostro una mayor acumulacion de ceras que la superficie adaxial (Figura 24d).
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adaxial, b) superficie abaxial. Tratamiento con pH 5.6, se aprecia un mayor nimero de ceras epicuticulares
c) superficie adaxial, d) superficie abaxial. Tratamiento con pH 3.8, e) superficie adaxial de 1 afio f)
superficie adaxial de 3 afios. Las flechas indican ceras epicuticulares y células epidérmicas dafiadas.
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Figura 24. Modificaciones en patrones cuticulares de Liquidambar styraciflua para el tratamiento con pH 2.5.
1 afio(a, b); 3 afios (c, d). a) superficie adaxial, acumulacién de ceras y colapso celular; b) superficie abaxial,
invaginacion de células epidérmicas; c) superficie adaxial contraste entre tejido colapsado y sano; d)
superficie abaxial, colapso celular y acumulacion de ceras, algunos en forma de agregados. Las flechas indican
dafio en las células epidérmicas.
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Por otro lado, en Fraxinus uhdei se encontrd que su cuticula posee un patrén estriado
(Figura 25a, 25b), las ceras epicuticulares se mostraron en forma de laminas en ambas
superficies; se observan abundantes tricomas peltados glandulares en ambas caras de

la lamina, en estas zonas existe un adelgazamiento del recubrimiento cuticular.

En el tratamiento a pH 5.6 (Figura 25¢, 25d) se conservan los patrones cuticulares. Sin
embargo, en el tratamiento de pH 3.8 la superficie adaxial presentd una acumulacion
de ceras en las marcas de secado de las gotas acidas (Figura 26a), pero la cara abaxial
de la lamina conservo su estructura estriada de la cuticula y las paredes de las células

epidérmicas (Figura 26b).

El tratamiento con mayor acidez (pH 2.5), en la cara adaxial existen cambios en la
estructura de los tricomas peltados (Figura 26¢), ademas se pierde la estructura
estriada en porciones de la cuticula, mientras que para la superficie abaxial no mostré

cambios (Figura 26d).
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Figura 25. Modificacién de patrones cuticulares en Fraxinus uhdei. Tratamiento control a) superficie
adaxial, adelgazamiento cuticular en la base del tricoma peltado; b) superficie abaxial, presencia de ceras
epicuticulares en forma de ldminas, algunas se desprenden. Tratamiento con pH 5.6 c) superficie adaxial,
adelgazamiento en la base del tricoma peltado, mayor nimero de ceras epicuticulares; d) superficie
abaxial, desprendimiento de ceras epicuticulares.
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Figura 26. Modificacion de patrones cuticulares en Fraxinus uhdei. Tratamiento con pH 3.8 a) superficie adaxial,
acumulacidon de ceras por las marcas de gotas acidas; b) superficie abaxial, se conservan los patrones
cuticulares. Tratamiento con pH 2.5 c) superficie adaxial, colapso de células epidérmicas y tricoma peltado,
pérdida de cutina; d) superficie abaxial, las células no presentan dafios.
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Modlficaciones en tejidos internos de las ldminas foliares por la aspersion de
lluvia acida

En el tratamiento con pH 5.6, que simula la lluvia natural, se conservaron intactas las
estructuras anatémicas para ambas especies (Figura 27 y 28), Unicamente se
observaron ligeras modificaciones en la cuticula como se menciond en el apartado

anterior.

En el tratamiento con pH 3.8, en L. styraciflua (Figura 29) en ambas edades, el
aumento de contenidos celulares se hizo notorio. Por otro lado, en los margenes de
las hojas con presencia de dafio las células se tornaron mas oscuras, en algunas
muestras pudo observarse la desdiferenciacién de células cercanas al margen, puesto
que las células oscurecidas comenzaron a adquirir una forma ovoide y aumentaron de

tamafo; finalmente se separaron del resto de la lamina (Fig. 29¢c-h).

Mientras que para £. uhdei se encontrd evidencia de dafio en la base de los tricomas
peltados, lo cual puede haberse generado por el adelgazamiento cuticular en la base

del tricoma mismo (Figura 30e, 30f).
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Figura 27. Tratamiento a pH 5.6. Liquidambar styraciflua. a) Secciéon transversal del mesofilo (campo claro);
b) Seccién transversal del mesofilo con drusas en el parénquima esponjoso (polarizacion); c) Seccidn
transversal del margen de la hoja con un ligero oscurecimiento celular en el vértice (campo claro); d)
Seccién transversal de vena media, acumulacidon de compuestos celulares en la cara abaxial (campo claro).
ay b corresponden a L. styraciflua de tres afios; c y d son fotomicrografias de L. styraciflua de un afio
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Figura 28. . Fraxinus uhdei . Tratamiento con pH 5.6. a) Margen de un foliolo sin alteraciones (campo claro);
b) Seccidn transversal del mesofilo, se observan contenidos celulares, la cuticula bien definida y un
tricoma glandular peltado en la superficie abaxial, (contraste de fases); c) Seccidn transversal del mesofilo,
haces vasculares y estilodios (luz polarizada); d) Seccion transversal de vena media con presencia de
tricoma peltado (Flecha verde) y tricomas simples pluricelulares (Flecha anaranjada) (campo claro).
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Figura 29. Tratamiento con pH 3.8. Seccidn transversal de hoja de Liquidambar styraciflua a) Vena media
sin alteraciones (campo claro); b) Mesofilo con gran cantidad de contenidos celulares, la cuticula se nota
como una gran linea blanca (contraste de fases); c) Margen, comienzo de formacion de protuberancia
(campo claro); d, e, f, g, h) Secuencia de formacion y desprendimiento de protuberancia celular con tejido

dafiado (campo claro).
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Figura 30. Tratamiento con pH 3.8. Fraxinus uhdei a) Margen de un foliolo sin alteraciones
anatémicas (campo claro); b) Vena media con presencia de tricomas no peltados, sin dafios en los
tejidos (campo claro); c) Mesofilo con desprendimiento de cuticula en superficie adaxial y tejido
dafiado en la base del tricoma peltado (flecha verde) (contraste de fases); d) Mesofilo con
alteraciones en cuticula, rafidios abundantes (contraste de fases); e) Base de tricoma peltado con
dafio a nivel del parénquima en empalizada; f) Desprendimiento cuticular superficial de tricoma

peltado, se observa la diferencia de patrones cuticulares en la base del tricoma con respecto al
resto de la epidermis (MEB). Seccidn transversal en a-e. Vista superficial en f.
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En el tratamiento con pH 2.5, de manera general en ambas especies la acumulacion de
gotas acidas en la superficie del follaje propicié la degradacion de la cuticula. Por lo
que, las sustancias acidas tuvieron una mayor permeabilidad hacia las membranas
celulares, causando grandes alteraciones anatomicas. Estas superficies dafiadas son
facilmente reconocibles por su color rojo intenso, el cual indica la presencia de
sustancias acidas que reaccionaron con la safranina.

Los dafios encontrados en ambas especies ocurrieron zonas intercostales, en las bases
de tricomas (Figura 31) y margenes de las ldaminas. El mayor impacto lo recibi6 la
superficie adaxial, debido a la posicion que guardan las hojas dentro del arbol y a la

orientacion del follaje al recibir las aspersiones.

100 pm

Figura 31. Seccién transversal de hoja de Fraxinus uhdei con presencia de dafo. TP-Tricoma peltado;
PEM-Parénquima en empalizada; PES-Parénquima esponjoso; HV-Haz vascular; TD-Tejido dafiado

(campo claro).
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La epidermis es el primer tejido en ser afectado, sus células se pierden totalmente lo
cual ocasiona una invaginacion hacia el mesofilo, que propicia el avance de las
sustancias acidas hacia su interior. Mientras las sustancias acidas se abren paso las
células del parénquima empalizado y esponjoso se van tornando rojas, para
finalmente causar un colapso total de los tejidos y una disminucion en el grosor de la

lamina.

En L. styraciflua (Figura 32), las muestras de un afio presentaron un mayor nimero de
zonas afectadas que las muestras de tres afios. Los dafios se observaron en ambas
superficies de la lamina.

De forma natural las células de esta especie son teflidas de un tono violeta oscuro,
pero éste se intensifico en aquellas zonas donde se encontraba el tejido dafiado. En
ambas edades se detectaron dos mecanismos de respuesta al dafio por lluvia acida. En
algunas zonas intercostales, las células aledafias a los sitios de mayor dafio se
engrosaron y suberizaron sus paredes celulares, de esta forma crearon cicatrices que
impidieron el avance de las lesiones (Figura 32¢, 32d). A nivel del margen y al igual
que en el tratamiento a pH 3.8, las células formaron estructuras que sufrieron

abscision.
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Figura 32. Tratamiento con pH 2.5 en Liquidambar styraciflua. a) Margen con dafio, colapso del mesofilo
(campo claro); b) Margen deformado (campo claro); c) Formacién de tejido de cicatrizacién (campo claro);
d) Zonas de cicatrizacion creadas por células engrosadas conteniendo el dafio celular (campo claro); e)
Mesofilo contrastante, tejido sano versus tejido colapsado (campo claro); f) Cuticula abaxial y pérdida total
de los patrones cuticulares (MEB). Letras ay b corresponden a la edad de tres afios; ¢, d, e y f corresponden
a ejemplares de un afio. Seccion transversal (a-e). Vista superficial (f). Las flechas indican dafio. C-Tejido
cicatrizado.
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Los dafios causados en F. uhdei (Figura 33) se encontraron en un menor numero de
campos con respecto a L. styraciflua. ). En algunas zonas del margen, el mesofilo se
encontré parcialmente colapsado (Figura 33a), mientras que en zonas intercostales las
alteraciones observadas en algunos sitios muestran colapso parcial y total del mesofilo

(Figura 33b).

Otras zonas intercostales muestran dafios Unicamente en el parénquima en

empalizada (Figura 33c) cercano a los haces vasculares.

En esta especie se aprecia mejor la aparicion de compuestos celulares, que van
aumentando hasta llegar al tejido dafiado (Figura 33d), estos compuestos aparecen en
forma de manchas que van ocupando todo el espacio de las células hasta cubrirse

totalmente de rojo.

Por la posiciéon de los foliolos, algunos de ellos recibieron dafio en la superficie abaxial
justo en la base de tricomas peltados (Figura 33e), donde existe un adelgazamiento y

desprendimiento de la cuticula (Figura 33f).
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Figura 33. Tratamiento con pH 2.5 para Fraxinus uhdei. a) Margen con tejido alterado (campo claro); b)
Mesofilo con vestigios de paredes celulares y epidermis colapsada (campo claro); ¢) Mesofilo con dafio en
extremo adaxial, la flecha indica el colapso de tejido epidérmico, deformacién del haz vascular (campo
claro); d) Acercamiento a un haz vascular (HV) atrofiado, las células aledafias presentan gran cantidad de
compuestos celulares (campo claro); e) Inicio de dafio por la base de un tricoma peltado abaxial (campo
claro); f) Cuticula adaxial, desprendimiento de ceras (MEB). Secciones transversales (a-e). Vista superficial

(f).
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Andlisis estadlistico de variables anatomicas

Andlisis de varianza para caracteres cuantitativos

Al mismo tiempo que se evaluaron los dafios anatémicos se midieron los caracteres
que aparecen en la tabla 3 (pag. 45), para realizar analisis que permitieran encontrar
los grupos con diferencias significativas entre las especies y tratamientos.

Para ello se realizaron pruebas de ANOVA de un factor y ANOVA robusta de un factor
de Welch en caso de no cumplirse la homogeneidad de varianzas.

En la tabla 4 aparecen desglosados los modelos aplicados a las variables de area del

mesofilo y area intercostal evaluando la respuesta de la especie en cada tratamiento.

Tabla 4. Modelos de ANOVA de 1 via para Fraxinus uhdei y Liquidambar styraciflua de 1y 3 afios con
respecto a los tratamientos

Factor INIVEES

Control
Fraxinus uhdei de 1 afio pH 5.6
pH 3.8
pH 2.5

Control

Liquidambar styracifiua 1 afio pH 5.6
pH 3.8
pH 2.5

Control

Liquidambar styracifiua 3 pH 5.6
afos pH 3.8

pH 2.5
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En la tabla 5 y 6 se resumen los analisis por especies, se muestran las medias y las
diferencias significativas entre cada grupo (Consultar Anexo Il para ver los resultados

de las pruebas a detalle).

Tabla 5. Anélisis de varianza para el area del margen foliar (um?). Se contrasta el efecto de los
tratamientos en las dos especies. El valor seguido de una letra diferente es porque son grupos
significativamente distintos (p<0.05).

Tratamiento Fraxinus uhdei de Liquidambar Liquidambar
1afo styraciflua de 1afo  styraciflua de 3 afios
Control 11238.34 (2512.97)a 97575.00 (11238.34)a 92016.49 (5467.6)a
pH 5.6 656420 (1467.8)a 102787.67 (6564.2)a 91982.33 (8558.2)a
pH 3.8 19334.33 (4323.28)a 110132.61 (19334.33)a 90993.5 (3330)a
pH 2.5 21111.21 (4720.61)b 73807.04 (21111.27)b 82040.4 (14704.4)b
S/Qn/ﬁcancfa p < 0.0001 p < 0.0007 p <005

Tabla 6. Andlisis de varianza para el drea intercostal (um?). Se contrasta el efecto de los tratamientos
en las dos especies. El valor seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente
distintos (p<0.05).

Tratamiento Fraxinus uhdei de Liquidambar Liquidambar
1 afio styracifiua de 1 afio styraciflua de 3
afnos
Control 98983.96 (14633.62)a 98983.96 (14633.62)a 95622.23 (8478.6)a
pH 5.6 105702.91 (11398.65)a 105702.91 (11398.65)a 93155 (4813)a
pH 3.8 19334.33 (26865.52)b 134396.92 (26865.52)b 93150.7 (9136)a
pH 2.5 67914.57 (11706.16)c 67914.57(11706.16)c 71156.51 (12207.26)b
Significancia p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0007

Liquidambar styraciflua de 1 afio de edad (Figura 34) presento diferencias significativas

en ambos caracteres. Para el area del margen se observan dos grupos, donde el
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tratamiento de pH a 2.5 mostré una marcada diferencia, influenciado por los dafios
generados producto de la acidez que en algunos casos adelgazaron el margen
después de haber pérdido los aglomerados de células dafiadas.

En el caso del area intercostal, el analisis mostré que existen tres grupos distintos. El
primero corresponde al control y el tratamiento de pH a 5.6, esto se debe a que se
conservo la integridad de los tejidos, el siguiente es el tratamiento de pH a 3.8 y
finalmente el Ultimo grupo corresponde al tratamiento de pH a 2.5 con una media

menor, pero con una alta dispersion de los datos producto del dafio causado por la

acidez.
! 180§0rgaa del margen para Liquidambar styraciflua 1 afio Area intercostal para Liquidambar styraciflua 1 afio
100000.00-
9800000
g g
H 2
s 3
g | - 8 80000.00+
£ 78000.00 A g
T £
= s
£ <
£0000.00+
58000 .00
40000.00 T T T T
38000.00 T T T T Cantral pH56 pH 38 pH 2.5
Cantral pH5 6 pH 3.8 pH25

Tratamiento
Tratamiento

Figura 34. Diagrama de dispersidon para las areas de margen (lzquierda) y area intercostal (Derecha) de
Liquidambar styraciflua de 1 afio
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Por otra parte, L. styraciflua de 3 afios de edad (Figura 35) en ambos caracteres se
presentaron diferencias en dos grupos; el tratamiento control, a pH 5.6 y pH 3.8 que
son diferentes del tratamiento a pH 2.5, evidenciando que el grado de acidez

repercute en la integridad de los tejidos en ambas zonas evaluadas.

Area del margen para Liquidambar styracifiua 3 afios

Area intercostal para Liquidambar styracifiua 3 afios

122000.009
kL]

102000.00- + i
82000.00 e

£2000.00

119000.00 52
°

99000.007 i

79000.004

Area del margen (um2)
Area intercostal (um2)

59000.004

72
[+]

42000.00 39000.00

T T T T T T T T
Contral PHSE. PH38 pH25 L.c L3.56 1338 L3.25

Tratamiento Tratamiento

Figura 35. Diagrama de dispersidon para las areas de margen (lzquierda) y area intercostal (Derecha) de
Liquidambar styraciflua de 3 afos.
Los resultados obtenidos para F. vhdei (Figura 36) exponen que, en el area del
margen se presentd la disminucion de valores por la influencia de la acidez; siendo el
tratamiento con pH 2.5 significativamente distinto a los demas grupos; mientras que
para el area intercostal los grupos significativamente distintos se dividen en tres
bloques, los tratamientos control y a pH 5.6, el tratamiento a pH 3.8 y el tratamiento

a pH 2.5 que presenta las lesiones causadas por las gotas acidas.
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Figura 36. Diagrama de dispersion para las dreas de margen (lzquierda) y drea intercostal (Derecha) de
Fraxinus uhdei

Dado que uno de los objetivos de esta investigacion fué el establecer qué valor de pH
genera mayor impacto en el tejido foliar de las especies estudiadas, se realizd un
contraste de la respuesta de cada especie y edad a los distintos tratamientos (los
resultados detallados se pueden consultar en el Anexo IV). La tabla 7 desglosa el

modelo utilizado en cada prueba.
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Tabla 7. Modelos de ANOVA de una via para encontrar la especie mas susceptible con respecto al
nivel de acidez

Factor Niveles ‘
Fraxinus uhder
Tratamiento control Liquidambar styraciflua 1 afio
Liquidambar styraciflua 3 afios
Fraxinus uhdei
Tratamiento pH 5.6 Liquidambar styraciflua 1 afio
Liguidambar styraciflua 3 afios
Fraxinus uhder
Tratamiento pH 3.8 Liquidambar styraciflua 1 afio
Liguidambar styraciflua 3 afios
Fraxinus uhdei
Tratamiento pH 2.5 Liquidambar styraciflua 1 afio

Liquidambar styraciflua 3 afios

A continuacion se presenta un resumen de los anélisis, donde se indican cuales grupos

son significativamente diferentes.

Para el tratamiento control (Tabla 8 y Figura 37) en ambos caracteres se encontraron
diferencias significativas entre L. styraciflua de 1 afio con respecto a £ uhdei y L
styraciflua de 3 afos, estas diferencias se deben al nUmero de capas del parénquima

en empalizada en las muestras observadas para F. uhdeir.
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Tabla 8. Analisis de varianza para las variables drea del margen y drea intercostal (um?) del grupo
control contrastadas con las especies: Fraxinus uhdei y Liquidambar styraciflua. El valor seguido de
una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos (p<0.05).

Tratamiento Area del margen

Area intercostal

Fraxinus uhdei de 1 afio 97575  (11238.34)a

Liquidambar styraciflua de 1

afio 7336113 (5469.23)b

Liquidambar styracifiua de 3

afios 92016.49 (13000)a
Significancia p<0.0007

98983.96 (14633.62)a

83716.18 (7958.08)b

95622.23 (8478.59)a

p<0.0007

Area del margen en Tratamiento Control

125000.00

115000.00

105000.00

95000.00

85000.009 l
©

75000.00

Area del margen (um2)

65000.00

55000.00

T T T
Fraxinus uhdei Liquidambar styracifiua 1 Liquidambar styraciflua 3
afio afios

Tratamiento

Area intercostal (um2)

Area intercostal en Tratamiento Control

145000.007
125000.007

53

&,
105000.00
85000.007

65000.00 T T T
Fraxinus uhdei Liquidambar styraciflua 1 Liquidambar styracifiua 3
ana

Tratamiento

Figura 37. Diagrama de dispersion de las areas del margen (lzquierda) y area intercostal (derecha) en el
tratamiento control
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Area del margen (umz2)

El tratamiento con pH 5.6 (Tabla 9 y Figura 38), mostré que existen diferencias
siginificativas entre las especies para el area del margen, lo que indica que las
secciones transversales analizadas mostraron ser homogéneas sin importar la edad de
L. styraciflua. En el area intercostal, se encontré que todos los grupos son diferentes
estadisticamente, pues existen diferencias en el nimero de hileras celulares del

parénquima en empalizada.

Tabla 9. Anélisis de varianza para las variables drea del margen y darea intercostal (um?2) del
tratamiento a pH 5.6 contrastadas con las especies: Fraxinus uhdei y Liquidambar styraciflua. El valor
seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos (p< 0.05).

Tratamiento Area del margen Area intercostal
Fraxinus uhdei de 1 afio 102787.67 (6564.20)a 105702.91 (11398.65)a
Liguidambar styraciflua de 1 89196.44 (5903.45)b 87718.84 (4245.62)b
afio
Liguidambar styraciflua de 3 91982.33 (8558.17)b 93155.02 (4813.1)c
afos
Significancia p<0.0007 p<0.0007
Area del margen para el tratamiento pH 5.6 Area intercostal para el tratamiento pH 5.6
125000.00 136000.00
o 126000.00
115000.00
‘E 116000.00
105000.00 %
§ 106000.00
95000001 E
& 96000.00
85000.00
8600000
75000.00 T T T T6000.00 T T T
Fraxinus uhdei Laqwdamb:rﬁ grwaciﬂua 1 Liquidambar styraciflua 3 Fraxinus uhdei Lﬁ'qwa‘ambzrﬁ gryraciﬁua 1 Liquidambar styracifiua 3

Tratamiento Tratamiento

Figura 38. Diagrama de dispersion de las areas del margen (lzquierda) y area intercostal (derecha) en el
tratamiento de pH 5.6
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El tratamiento de pH 3.8, el cual que simula la concentracion reportada para la Ciudad
de Mexico, mostro diferencias significativas para ambos caracteres(Figura 39); se
puede observar en la tabla 10 que todos los grupos son distintos, estos resultados
sugieren la variabilidad en tamafio de las hojas o foliolos dentro del arbol en ambas

especies.

Tabla 10. Andlisis de varianza para las variables area del margen y &rea intercostal (um?) del
tratamiento a pH 3.8 contrastadas con las especies: Fraxinus uhdei y Liquidambar styraciflua. El valor
seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos (p< 0.05).

Tratamiento Area del margen Area intercostal
Fraxinus uhde/de 1 aio 110132.61 (19334.33)a 134396.92 (26865.52)a
Liguidambar styraciflua de 1 79816.9 (7615.32)b 83757 (7194.12)b
afio
Liguidambar styraciflua de 3 90993.48 (3330.06)c 93150.7 (9136.7)c
afos
Significancia p<0.0007 p<0.0007
Area del margen para el Tratamiento pH 3.8 Area intercostal para el Tratamiento pH 3.8

. 22200000

182000007
202000.00 01:
16200000 5
18200000
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142000 00 2 162000.00
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é 12200000 52
102000 00 k- °
% 10200000 ;
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Fraxinus uhdef Liquadam.bi%.zry raciffua 1 Laquidamb:g ossfy racifua 3 p200000 Fraxmuls uhdef qu‘uidambaris?}fraciﬂua 1 LJ'QIJ.JJ'C!@r:r?.t)a\_r“I styraciflua 3
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Figura 39. Diagrama de dispersidn de las areas del margen (lzquierda) y drea intercostal (derecha) en el
tratamiento de pH 3.8
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Finalmente en el tratamiento de pH 2.5 (Figura 40), las diferencias significativas (Tabla
11) para el area del margen, se encontré que L. styraciflua de 1 afo fue el grupo
significativamente distinto, reflejando una disminucion en el area del margen debido a
que presento un mayor dafio en sus tejidos. Al realizar el contraste para el area
intercostal no se encontraron diferencias significativas, esto puede explicarse debido a
que en esta zona de la lamina se favorece la acumulaciéon de gotas acidas que
propician la aparicion de dafios en el mesofilo, lo que genera una disminucion de su

area sin importar la edad o especie de la que se trate.

Tabla 11. Andlisis de varianza para las variables drea del margen y area intercostal (um?) del
tratamiento a pH 2.5 contrastadas con las especies: Fraxinus uhdei y Liquidambar styraciflua. El valor
seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos (p< 0.05).

Tratamiento Area del margen Area intercostal
Fraxinus uhde/de 1 afio 73807.04 (21111.27)a 67914.57 (11706.16)a
Liguidambar styracifiua de 1 53406.10 (8490.1b 73187.67 (19727.6)a
afio
L/'qu/'dambar styrac/'ﬂua de 3 82040.39 (14704.37)a 71156.51 (14907.8)a
afos
Significancia p<0.0007 p>0.05
Area del margen para el Tratamiento pH 2.5 Area intercostal para el Tratamiento pH 2.5
11500000
115000.00
_ 95000007 l
3 95000007 S
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Figura 40. Diagrama de dispersiéon de las areas del margen (lzquierda) y drea intercostal (derecha) en el
tratamiento de pH 2.5
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Prueba de t de student en las edades de Liquidambar styraciflua

Para establecer si existen diferencias significativas entre las edades de Liquidambar
styraciflua se realizd una prueba de ¢ de student para muestras independientes. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 12 para el area del margen y la tabla 13

para el area intercostal.

Tabla 12. Prueba de t para drea del margen (um?) de Liquidambar styraciflua de 1y 3 afios. El valor seguido
de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos (Nivel de confianza 0.05).

Edad Tratamiento control Tratamiento a pH 5.6 Tratamiento a pH 3.8 Tratamiento a pH 2.5

1 afio 73361.13 (5469.23)a 89196.44 (5903.45)a 79816.90 (7615.32)a 53406.10 (8490.10)a

3 afios 92016.50 (5467.60)b 91982.33 (8558.17)a 90993.48 (3330.06)b 82040.40 (14704.40)b
Significancia p<0.0007 p >005 p<0.0007 p<0.0007

Tabla 13. Prueba de t para area intercostal (um?) de Liquidambar styraciflua de 1y 3 afios. El valor seguido
de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos (Nivel de confianza 0.05).

Edad Tratamiento control Tratamiento a pH 5.6 Tratamiento a pH 3.8 Tratamiento a pH 2.5

1 afio 83716.20 (7958.08)a 87718.90 (4245.62) a 83757.0140 (7194.12)a 73187.68 (19727.60)a

3 afios 95622.23 (8478.60)b 93155.02 (4813.10)b 93150.70 (9136.10)b 71156.51 (12207.26)a
Significancia p<0.0007 p<0.0071 p<0.001 p >005

Las diferencias significativas se encontraron en el tratamiento control, pH 3.8 y pH 2.5
en la variable area del margen, mientras que para el area intercostal las diferencias se
dieron en el tratamiento control, pH 5.6 y pH 3.8. Debido a la variabilidad del tamafio
de las hojas en el tratamiento a pH 5.6 del area del margen no se encontraron

diferencias entre grupos de edades.
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Por otro lado, en el tratamiento con mayor acidez (pH 2.5) para el area intercostal no
se encontraron diferencias significativas. Esto se debe a que la morfologia de la hoja se
ve sometida a la interaccion con las gotas acidas por mas tiempo, lo que ocasiona que
en ambas edades a este nivel se alteren y se dafien los tejidos, en consecuencia se
genera la disminucion de sus areas.

De manera general con esta prueba se puede decir que existen diferencias con
respecto a los grupos de edades, donde claramente se observa que las muestras de 3
aflos poseen areas mas grandes. Pero que condiciones de alta acidez en las zonas

lejanas al margen, los dafios generados por las gotas acidas son similares.

Asociacion de caracteres cualitativos con caracteres cuantitativos

Para el caso de los caracteres nominales: modificacion de patrones cuticulares
transversal y el tejido de cicatrizacion fueron correlacionadas con los caracteres
continuos de las areas a fin de establecer su asociacion para cada especie, puesto que
cada una de ellas posee diferentes caracteristicas anatémicas. Dadas las caracteristicas
de las variables a relacionar se utilizo el coeficiente Rho de Spearman de la paqueteria
de SPSS v24 (IBM).

En L. styraciflua de 1 afio existen dos correlaciones significativas, una de ellas es la que
existe en el area del margen y la formacién de tejido cicatrizado con una asociacion
inversa (-0.269) (Tabla 14); la segunda asociacion fue el area del margen con la

modificacion de patrones cuticulares (Tabla 15), en la existe un mayor coeficiente de
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correlacion (-0.384) sin embargo al igual que el caso anterior es una asociacion

negativa.

Tabla 14. Correlacién entre el area del margen y la formacién de tejido cicatrizado en Liquidambar
styraciflua de 1 ano de edad

Area del
margen Cicatriz
Rho de Spearman Area del margen Coeficiente de correlacién 1.000 -0.269"
Sig. (bilateral) . 0.016
N 80 80
Cicatriz Coeficiente de correlacion -0.269 1.000
Sig. (bilateral) 0.016
N 80 80

*. La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

Tabla 15. Correlacién entre el area del margen y la modificacion de patrones cuticulares en
Liquidambar styraciflua 1 afio de edad

Area del Modificacion de

margen cuticulas
Rho de Spearman Area del margen  Coeficiente de correlacién 1.000 -0.384"
Sig. (bilateral) . 0.000
N 80 80
Modificaciéon de  Coeficiente de correlacion -0.384™ 1.000

cuticulas Sig. (bilateral) 0.000

N 80 80

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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En el caso de L. styraciflua de 3 afios de edad se obtuvd una asociacion significativa
entre el area del margen vs la presencia de tejido cicatrizado con una correlacion
inversa (-0.279) (Tabla 16); también se obtuvieron correlaciones significativas entre el
area intercostal y la modificacion de patrones cuticulares (-0.454) (Tabla 17), al mismo
tiempo con la formacion de tejido cicatrizado (Tabla 18), en ambos casos es asociacion

de -0.636.

Tabla 16. Correlacién entre el area del margen y la formacién de tejido cicatrizado en Liquidambar
styraciflua de 3 anos de edad

Area del
margen Cicatriz
Rho de Spearman Area del Coeficiente de correlacion 1.000 -0.279"
margen Sig. (bilateral) . 0.012
N 80 80
Cicatriz Coeficiente de correlacion -0.279 1.000
Sig. (bilateral) 0.012
N 80 80

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

Tabla 17. Correlacién entre el area intercostal y la modificacion de patrones cuticulares en
Liquidambar styraciflua de 3 afios de edad

Area de lazona Modificacion de

intervenal cuticulas
Rho de Spearman Areadelazona  Coeficiente de correlacion 1.000 -0.454"
intervenal Sig. (bilateral) . 0.000
N 80 80
Modificacién de  Coeficiente de correlacion -0.454" 1.000
cuticulas Sig. (bilateral) 0.000
N 80 80

**_La correlacioén es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 18. Correlacidn entre el area intercostal y la formacion de tejido cicatrizado en Liquidambar

styraciflua de 3 anos de edad

Area intercostal Cicatriz

Rho de Spearman Area intercostal  Coeficiente de correlacién

Sig. (bilateral)

N

Cicatriz Coeficiente de correlacion

Sig. (bilateral)

N

1.000 -0.636"

0.000

0.000

80 80
-0.636™ 1.000
80 80

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

La correlacion significativa para F. uhdei es la existente entre el area del margen y la

modificacién de patrones cuticulares con una asociacion de -0.516 (Tabla 19), es decir

que si existe modificacion en la cuticula el area del margen se ve disminuida.

Tabla 19. Correlacién entre el area del margen y la modificacién de patrones cuticulares en Fraxinus

uhdei
Area del Modificacion de
margen cuticulas
Rho de Area del margen Coeficiente de 1.000 -0.516™
Spearman correlacion
Sig. (bilateral) 0.000
N 80 80
Modificaciéon de Coeficiente de -0.516™ 1.000
cuticulas correlacion
Sig. (bilateral) 0.000
N 80 80

**_ La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Cambios en la concentracion de clorofilas

Siguiendo el protocolo propuesto por Nagata y Yamashita (1992) se procesaron 10
muestras de hojas/foliolos por tratamiento para calcular la concentracion de la
clorofila ay b por espectrofotometria (Figura 41). A continuacion, las ecuaciones que
aparecen en el apéndice Il fueron introducidas en Excel 2013 y se alimentaron con las
lecturas de la absorbancia para obtener la concentracion en mg*100ml-' de clorofila a
y clorofila b. Posteriormente, se realizaron anélisis de varianza bajo los modelos
descritos en la tabla 20, con el fin de establecer la existencia de diferencias
significativas entre los niveles de acidez para cada especie (Consultar Anexo V para ver

a detalle los resultados de las pruebas).

Figura 41. Extracto de maceracidn Acetona: Hexano (4:6) en
hojas de Liquidambar styraciflua del tratamiento a pH 2.5
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Tabla 20. Descripcidon de los modelos de ANOVA de una via para las concentraciones de clorofilas a y
b.

Contrastar la concentracion Fraxinus uhdei

de clorofilaay b por Tratamiento control Liquidambar styraciflua 1 afio
especie y edad Liquidambar styraciflua 3 afios

Control

Fraxinus uhdei de 1 afio pH 5.6

pH 3.8

Contrastar la concentracion pH 2.5

de clorofilaay b de cada Control

especie y edad como Liquidambar styracifiua 1 afio pH 5.6

respuesta a los grados de pH 3.8

acidez pH 2.5

Control

Liquidambar styraciflua 3 afios pH 5.6

pH 3.8

pH 2.5

El primer contraste realizado fue para los grupos control, con el fin de establecer si las
concentraciones de clorofila a y clorofila b difieren entre ambas especies y o existe
influencia en la edad de plantas de Liquidambar styraciflua (Figura 42). En la prueba
realizada para la clorofila @ se encontraron diferencias significativas, lo que sefiala que
las muestras de L. styraciflua de tres afios son distintas con respeto a los grupos de un

afo (Tabla 21). Ocurrié lo mismo para la clorofila .
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Tabla 21. Efectos de la lluvia acida simulada en los contenidos de clorofila a y b en los tratamientos
control. El valor seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos
(p<0.05 para la prueba de Tukey en clorofila ay la prueba de Games-Howell para clorofila b).

Especie Clorofila a (mg*100m|-) Clorofila b (mg*100ml-"
Liquidambar styracifiua de 1 afio 1.20 (0.478)a 1.32 (0.433)a
Liquidambar styracifiua de 3 afios 0.67 (0.503)b 0.43 (0.197)b
Fraxinus uhdei de 1 afo 1.23 (0.395)a 1.67 (0.753)a
Significancia p<0.079 p<0.0007
Contenido de clorofila a para grupos control Contenido de clorofila b para grupos control
= —— —|_ . o
;é 1.500004 . :é
° J_ 3 1.00000
50000 030
oaneo mefm:s uhdei Liquit I, i 1 afio  Liquit : ifiva 3 aiios 00000 T T ?
Tratamiento Fraxinus uhdei Liquidambar styracifiua 1 alio  Liquidambar styracifiva 3 afios

Tratamiento

Figura 42. Diagramas de caja y bigote que muestran la dispersién de las concentraciones de clorofila a (grafico
izquierdo) y clorofila b (grafico derecho) en los tratamientos control

En L styraciflua de 1 afio se encontraron diferencias significativas para ambas
concentraciones de clorofila (Tabla 22). El grupo significativamente distinto en ambos
casos es el tratamiento control el cual presenta una mayor concentracion con respecto

a los grupos experimentales como se puede apreciar en la figura 43.
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Tabla 22. Efectos de la lluvia acida simulada en los contenidos de clorofila a y b en Liquidambar
styraciflua de 1 aio. El valor seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente
distintos (p<0.05 para la prueba de Tukey en clorofila a y la prueba de Games-Howell para clorofila b).

Tratamiento Clorofila a (mg*100mI-) Clorofila b (mg*100ml-)

Control 1.20 (0.478)a 132 (0.433)a

pH 5.6 0.47 (0.287)b 0.42 (0.213)b

pH 3.8 0.64 (0.309)b 0.44 (0.208)b

pH 2.5 0.47 (0.171)b 0.34 (0.120)b

Significancia p<0.0007 p<0.0007
Concentracion de clorofila a Concentracién de clorofila b

L. styraciflua 1 afio L. styraciflua 1 afio

2.5000
- 10
2.0000 )

20000

1.5000-]

1.5000

'
A EEELE

1.0000-]

Clorofila a (mg*100ml-1)
Clorofila b (mg"100ml-1)

11
o o 3
2 0000+ *

0000 =T

T T T
GControl pH25 pH 38 pPHS56

T T T T
Controf pH25 pH38 PHS5.6

Tratamiento Tratamiento

Figura 43. Diagramas de caja y bigote que muestran la dispersidon de las concentraciones de clorofila a (grafico
izquierdo) y clorofila b (grafico derecho) en los diversos tratamientos de Liquidambar styraciflua de 1 afio

Para el caso de L. styraciflua de 3 afios de edad (Figura 44) no se encontraron

diferencias significativas (Tabla 23) entre los diversos tratamientos.
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Tabla 23. Efectos de la lluvia acida simulada en los contenidos de clorofila a y b en Liquidambar
styraciflua de 3 afios. El valor seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente
distintos (p<0.05 para la prueba de Games-Howell en clorofila a y la prueba de Tukey para clorofila b).

Tratamiento Clorofila a (mg*100m|-) Clorofila b (mg*100ml-"
Control 0.67 (0.503)a 0.43 (0.197)a

pH 5.6 0.82 (0.59M)a 0.40 (0.163)a

pH 3.8 0.78(0.377)a 0.53 (0.236)a

pH 2.5 0.42 (0.279)a 0.37 (0.198)a
Significancia p>0.085 p>0.743

Concentracion de clorofilaa i
Concentracion de clorofilab

L. styracifiua 3 aitos

L. styraciflua 3 afios

2.00000

1 50000 |

1.00000=

1.00000-]

80000 10

50000

40000

)

Clorofila (mg*100ml-1)

Clorofila b (mg*100ml-1)

50000+

.20000-

Ell
1 <]

o

.0oooo

00000

T T T T
Controi pH25 pH 38 PHS5E Gontrol lez 5 pHI-i 8 leﬁ 6
Tratamiento Tratamiento

Figura 44. Diagramas de caja y bigote que muestran la dispersion de las concentraciones de clorofila a
(gréfico izquierdo) y clorofila b (grafico derecho) en los diversos tratamientos de Liquidambar styraciflua de
3 afios.

F. uhdei mostré diferencias significativas (Figura 45) en ambos casos; para la clorofila a
la diferencia se encontrd entre el grupo control y el tratamiento a pH 2.5; mientras
que para la clorofila b todos los grupos experimentales son significativamente distintos

al grupo control (Tabla 24).
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Tabla 24. .Efectos de la lluvia acida simulada en los contenidos de clorofila a y b en Fraxinus uhdei de
1 afio. El valor seguido de una letra diferente es porque son grupos significativamente distintos
(p<0.05 prueba de Tukey en clorofila a y la prueba de Games-Howell para clorofila b).

Tratamiento Clorofila a (mg*100m|-) Clorofila b (mg*100ml-"
Control 1.23 (0.395)a 1.67 (0.753)a
pH 5.6 0.73 (0.466)a 0.37 (0.130)a
pH 3.8 0.72(0.607)a 0.31(0.194)a
pH 2.5 0.68 (0.219)b 0.42 (0.125)b
Significancia p<0.0713 p<0.0007
Concentracion de clorofila a Concentracién de clorofilab
F. uhdei F. uhdei
E - ’__r_‘ E; 2.00000
g g 1.000004
= g =
o " ETratamiento e m o ’ Tratamiento ’ ’

Figura 45. Diagramas de caja y bigote que muestran la dispersidon de las concentraciones de clorofila a
(grafico izquierdo) y clorofila b (grafico derecho) en los diversos tratamientos de Fraxinus uhdei

La diferencia en las concentraciones de los tratamientos control puede distinguirse por
las distintas edades, puesto que los arboles de un afio presentaron mayor
concentracion de clorofilas debido a la necesidad de fijar carbono que ocuparan para

crecer y asegurar su supervivencia.
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La especie L. styraciflua de 1 afio y F. uhdei mostraron una marcada disminucion en las
concentraciones de ambas clorofilas en todos los tratamientos con respecto al grupo
control, indicando que a esta edad poseen una alta sensibilidad a condiciones de
acidez que podria verse reflejado en cambios de coloracion de las hojas o foliolos y
posibles disminuciones en la fotosintesis.

En el caso de L. styraciflua de 3 ahos, no se encontr6 un cambio en las
concentraciones en casi todos los tratamientos, a excepcion del tratamiento con pH
2.5, en el cual se observaron ligeras diminuciones no significativas.

Los analisis realizados hacen notar que las disminuciones maximas de concentraciones
se encuentran en el tratamiento a pH 2.5; para la clorofila @ en £. uhdei su disminucion
fue del 45%, en L. styraciflua de 1 afio el valor fue de 60% y en L. styraciflua de 3 afios
su disminucion fue del 37%; mientras que para la clorofila b en £ uhdei el valor fue del

75%, para L. styraciflua el 74% vy en L. styraciflua de 3 afios del 26%.
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En la tabla 25 se resumen las alteraciones anatomicas encontradas en ambas especies

en esta investigacion.

Tabla 25. Alteraciones anatdmicas en los tratamientos con pH 3.8 y pH 2.5

Especie

Fraxinus uhdeide 1 afio

Liquidambar styraciflua 1 afio

Liquidambar styraciflua 3 afnos

Tratamiento a pH 3.8

Alteraciones en la cuticula y
dafio en el parénquima en
empalizada en la base de un

tricoma peltado

Generacién de agregados de
ceras epicuticulares,
desprendimiento de cuticula y
colapso de epidermis.
Oscurecimiento celular.
Abscision de tejido dafiado en
el margen.

Formacion de agregados de
ceras epicuticulares.
Oscurecimiento celular.
Abscision de tejido dafiado en

el margen.
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Tratamiento a pH 2.5

Formacion de agregados de
ceras epicuticulares y colapso
de la cuticula.

Colapso parcial y total del
mesofilo.

de

celulares en tejidos cercanos

Aparicion compuestos
al dafio.

Aparicion de agregados de
ceras epicuticulares y colapso
de

Zonas,

la cuticula en algunas

en otras  areas
engrosamiento.

Colapso parcial y total del

mesofilo.
Formacion de tejido
cicatrizado  alrededor de

zonas de dafo.
Abscision de tejido dafiado en

el margen
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Discusién

En el presente estudio se encontrd de manera general, que la intensidad de dafio en
las hojas depende de la concentracion de los acidos asperjados; estudios realizados
por Evans et al, (1977); Baker y Hunt, 1986; Birdi et a/, (1987); Da Silva et a/, (2005);
Sant’Anna-Santos et a/, (2006); mencionan que ademas los sintomas visibles aparecen

cuando los niveles de acidez alcanzan un pH<3y el tiempo de exposicién al acido.

La aparicion de dafios visibles correspondio al tratamiento con valor pH de 2.5, en el
que la mayoria de los puntos cloréticos o necroticos y lesiones en el follaje de los
arboles se desarrollaron en la superficie adaxial. Estos dafios fueron causadas por la
acumulacion de las gotas acidas cerca de las venas, en los margenes y las bases de
tricomas. Ademas, un factor clave para la generacion de estas lesiones fue la
orientacion de las hojas, como ya se ha mencionado para las especies vegetales

estudiadas por Evans et a/, (1977); Abougueda y Baschak, (1987); Da Silva et a/, (2005).

Por otro lado, al término de las seis aplicaciones del experimento en el tratamiento
con lluvia acida a pH 2.5, se encontré que el 80% del follaje para ambas especies
presentd lesiones. En la investigacion de Evans y Lewin, (1981) con frijol pinto, se
presentaron dafios visibles después de cuatro exposiciones de lluvia acida con un
volumen total de 107 mm, con niveles de pH de 3.0, 2.7, 2.5, y 2.3, en las que se
encontraron lesiones en el area de la hoja, que abarcan un porcentaje significativo de

la superficie total foliar de aproximadamente 0,5%, de 2 a 3% de 5 a 10%, y de 10 al
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15%, respectivamente, misma que refleja el aumento de dafio en funcion a la acidez de

la lluvia asperjada.

Los resultados obtenidos en este estudio para el tratamiento de pH 2.5 para ambas
edades de L. styraciflua, se encontraron dafios como el necrosamiento del tejido,
manchas de dafio color café en el area intercostal y algunos margenes distorsionados,
asi como la abscision temprana en las hojas. En el caso de especies arbodreas,
Sant’/Anna- Santos et a/, (2006) encontraron que en Genipa americana (Rubiaceae),
con la aplicacion de lluvia acida simulada a un pH 3, se provocé la aparicion de
puntos necréticos en la superficie adaxial, 24 horas después de la primer aplicacion.
Neufeld et al/, (1985) reportaron entre otras especies que L. styraciflua bajo
condiciones de pH 3 y 2, sufre un dafio considerable en las hojas, que incluye la

distorsion y necrosado de los margenes.

En este caso, F. vhdei en el tratamiento a pH 2.5, las primeras apariciones de dafio
comenzaron con un moteado clorético de color amarillo; que en algunos casos
concluyd en la formacion de tejido necrosado en espacios intercostales del foliolo.
Mismos que aumentaron rapidamente después de la cuarta aplicaciéon, cuando los
acidos penetraron con mayor facilidad a través de la cuticula y la epidermis. En otras

investigaciones realizadas en Ligustrum lucidum (Oleaceae), que pertenece a la misma
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familia de F. uhdei se ha encontrado que a un tratamiento con un pH 2, se provocaron
dafos que comenzaron por clorosis que va de amarillo a café en la zona intercostal,
asi como la aparicion de necrosis marginal reportada por Houbao y Chuanrong, (1999)

y el trabajo de Fan y Wang, (2000).

La especie L. styraciflua tiene un margen retuso concavo/convexo y venas decurrentes
que sumadas al tipo de cuticula, favorecieron el tiempo de contacto debido a la
acumulacion de gotas acidas. Por ello, en esta especie las lesiones fueron visibles 24
horas después de la primera aplicacion y se intensificaron con el paso del tiempo.
Adams y Hutchinson, (1984); Wellburn, (1988) y Kerstiens, (1997), encontraron que para
el surgimiento de lesiones por lluvia acida se genere y éstas se expandan, el tiempo de
contacto de las gotas acidas es determinante; esto también se ve influenciado por los
factores morfolégicos de las hojas (tipo de margen, tipo de venacion, tamafio de las
venas, distribucion de venas, etc.), la humectabilidad de las mismas y su capacidad
amortiguadora.

Para los tratamientos a pH 3.8 y pH 2.5, ambas especies mostraron alteraciones en las
cuticulas por la generaciéon de cumulos de ceras donde se concentraron las gotas
acidas. Medeiros et al, (2017), explican que cuando un éacido fuerte, como el acido
sulfurico, entra en contacto con la superficie de las hojas; éste es capaz de oxidar e
hidrolizar los esteres de las ceras y liberar algunos acidos grasos de cadena larga de la

matriz cerosa y formar agregados en la superficie foliar.
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Por consiguiente, los cambios originados en la superficie de las laminas pudieron
haber obtenido un caracter hidrofilico que aumentd la humectabilidad del follaje,
haciéndolo mas sensible a la pérdida de agua y al ingreso de sustancias acidas como
lo explicaron Fog, (1948); Baker y Hunt, (1986); Percy y Baker, (1987) y Marschner, (2012)
en sus publicaciones.

La explicacion del porque los dafios causados por la lluvia acida en el tratamiento a pH
2.5 se produjeron con mayor frecuencia en las bases de los tricomas de Fraxinus
uhdej; se debe a que la cuticula es mas laxa en estos sitios con relacion al resto de la
superficie de la lamina. Se sabe que en algunas especies existen poros cuticulares
(Martin y Juniper, 1970) y estos poros son sitios donde la cuticula se encuentra mas
delgada por lo que ciertas sustancias penetran con mayor facilidad como lo reporto
Evans et al, (1977).

Los desprendimientos cerosos en el tratamiento control y de pH 5.6 se explican
porque de forma natural la cuticula se encuentra en constante renovacién debido a su
interaccién con el ambiente. También Hull et a/, (1975); Schénherr y Riederer, (1989)
mencionan que de forma natural las ceras epicuticulares de las plantas se generan
desprendimientos como una forma de renovacion y conservar la integridad de la
cuticula.

Baker y Hunt, (1986) sugirieren que la exposicion prolongada a fuertes lluvias podria
agotar sustancialmente la cuticula, incluso si se tratara de lluvias no acidas; esto explica
porque la mayoria de las muestras de ambas especies observadas en MEB mostraron
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erosion de las ceras epicuticulares. Por otro lado, en el tratamiento a pH 2.5 la cutina
se vio afectada en los sitios de contacto y acumulacion de gotas acidas; generando la
formacion de agregados amorfos y escamas, los cuales son producto de una mezcla
de ceras secas y solubilizadas.

Es posible que a medida que el agua se evapord de las gotas la concentracion de
acido sulfurico aumentara y finalmente se convirtio en una solucion de acido muy
fuerte que ocasiond lesiones en el tejido epidérmico como encontraron Evans y Curry,
(1979) en su investigacion.

Entonces, los sitios con mayor cantidad de agregados cerosos son resultado de un
contacto prolongado entre la gota acida y la superficie de la lamina; particularmente
en altos grados de acidez (pH 2.5), donde se generaron dafios en las células
epidérmicas, provocando el paso del acido hacia el interior del mesofilo de las hojas
de L. styracifluay los foliolos de £. uhdei

Cabe destacar que Hull et a/, (1975) y Medeiros et a/, (2017) afirman que la cuticula es
un factor importante para la proteccion de los tejidos internos, asi como para los
pigmentos fotosintéticos; ya que se encarga de protegerlos de las longitudes de onda
corta que provocan la fotoxidacion.

Como se mencionod anteriormente la mayoria de los dafios comienzan por la superficie
adaxial, en primer lugar causando colapso en las células epidérmicas, una vez que las
sustancias acidas logran penetrar hacia el mesofilo sufren interacciones con los
contenidos celulares, propiciando lesiones internas. En los trabajos de Evans et al,
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(1977); Neufeld et a/, (1985); Houbao y Chuanrong, (1999); Fan y Wang, (2000),
concluyeron que los dafios en el tejido foliar interno se ocasionan cuando la
concentracion de acidez tiene un valor de pH menor a tres.

Las alteraciones celulares a nivel de los tejidos internos de las especies estudiadas en
esta investigacion se pueden clasificar en tres tipos: 1. La presencia de tejido
necrosado, cuyas células poseen una coloracion oscura; 2. El tejido donde sélo se
observan las paredes celulares; que coincide con las investigaciones de Evans et al,
(1977); Evans y Curry (1979); Evans y Lewin, (1981) en las especies de Phaseolus vulgaris
v Helianthus annuus, en tratamientos a bajos niveles de pH, y 3. Células suberizadas en
L. styraciflua que forman cicatrices como barrera de proteccion al avance de la
necrosis celular como lo reportaron Sant’‘Anna- Santos et al/, (2006) en Genipa
americana.

Estos tipos de alteraciones se encontraron en el parénquima en empalizada vy
esponjoso para las dos especies estudiadas en el tratamiento de pH 2.5. Por otro lado,
el tejido vascular no resulto afectado en ninguna especie, Unicamente se encontraron
dafos cercanos a estos tejidos. Evans, (1980); Wellburn (1988) y Da Silva et a/, (2005),
explican que en la superficie de la hoja las venas se encuentran en un relieve mayor al
resto de la superficie foliar, lo que favorece el escurrimiento y acumulacion de las

gotas acidas hacia zonas aledafas a los haces vasculares.
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Todas las zonas afectadas en las estructuras foliares internas en el tratamiento a pH
2.5 para ambas especies, fueron tefiidas intensamente por safranina, que es un

colorante cationico con afinidad a sustancias acidas.

Da Silva et a/, (2005) encontraron que esta tonalidad se origina por el incremento de
los contenidos celulares que actian como mecanismos de defensa al estrés causado
por la lluvia acida. Para L. styraciflua expuesto al tratamiento de pH 3.8 se observo un
aumento en los contenidos celulares, probablemente generados para la formacion del

tejido de cicatrizacion en los margenes.

Zobel, (1996) y Vemerris y Nicholson, (2006), nombran a estos contenidos celulares
como compuestos fendlicos, que son un mecanismo de respuesta ante el incremento
de acidez celular o algun factor de estrés. Zobel y Nighswander, (1991) y Bikash, (2011),
encontraron que estos compuestos son acumulados principalmente en la vacuola
central de las células y se liberan hacia el citoplasma en caso de una alteracion en los

tejidos originados por algun factor ambiental o por patégenos.

Al existir una gran cantidad de sustancias acidas en los tejidos de ambas especies en el
tratamiento de pH 2.5, los compuestos fendlicos podrian haber causado el proceso de
apoptosis celular (Lam et al, 2000); puesto que en algunas de las secciones

transversales analizadas se reconocieron los cambios paulatinos en las células.
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Zobel y Nighswander, (1991) y Zobel, (1996), concluyen que algunas enzimas inducen
la degradacion del citoplasma, posteriormente desaparecen los organelos y finalmente
se liberan los contenidos vacuolares que Unicamente dejan algunos vestigios de
paredes celulares, siendo una forma de prevencion y contencion de dafios a factores
de estrés; sin embargo, aun no existen trabajos que puntualicen las enzimas que
participan en este proceso, asi como sus rutas metabdlicas desencadenadas por las
altas concentraciones de acidez.; Unicamente se han utilizado pruebas de histoquimica

para revelar su presencia en los tejidos.

Por otro lado, cuando los niveles de acidez son tan altos que degradan las ceras
epicuticulares e incluso la cutina, las sustancias acidas entran en contacto con los
cloroplastos de las células del parénquima en empalizada; en consecuencia los
pigmentos fotosintéticos sufren cambios en su estructura, que propician una
disminucidn en sus concentraciones y eficiencia.

En esta investigacion se cuantificaron las concentraciones de clorofila ay 6 con el fin
de establecer la influencia de la acidez en los contenidos de estas clorofilas en las
especies estudiadas. El analisis de contraste en los grupos control demostré que la
concentracion de ambas clorofilas disminuy6 en L. styraciflua de tres afios, mientras
que L. styraciflua de 1 afo y F. uhdei (de 1 afo), presentaron mayor concentracion de
las clorofilas; esto podria explicarse debido a que las plantas de un afio tienen la

necesidad aumentar rapidamente su biomasa y talla para asegurar su sobrevivencia.
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En los diversos tratamientos acidos se encontré de manera general una disminucion
en la concentracion de ambas clorofilas, siendo el tratamiento de pH 2.5 en el que
ambas especies presentaron los menores valores de concentraciones.

En la investigacion realizada por Shan (1998), encontré que si las plantas son
sometidas a altos niveles de acidez, ademas de un tiempo prolongado; el incremento
en los niveles de H* al interior de los cloroplastos del parénquima en empalizada,
podrian remplazar el atomo de Mg?* de la molécula de la clorofila convirtiéndose en
feofitina. En consecuencia, el espectro de absorciéon de la luz se veria modificado a las
longitudes de onda de 535 y 606 nm. Por lo tanto, la degradacion de las clorofilas

genera una disminucion de la fotosintesis neta.

Se sugiere que en trabajos posteriores se realice la cuantificacion de las
concentraciones de feofitina, asi como la fotosintesis neta con el fin de interpretar si
las clorofilas realmente se degradan y cobmo puede afectarse la asimilacion de carbono
en las plantas.

La variabilidad encontrada en los tratamientos control, de pH 5.6 y de pH 3.8 para la
comparacion en el area del margen y el area intercostal, se explica por la
heterogeneidad que mostraron las distintas muestras, es decir que existe una
influencia por la composicion de los tejidos y tamafio de las laminas analizadas.

En algunas mediciones los grupos control presentaban valores menores a los grupos

experimentales. Esto se debe a que en algunas de las secciones transversales de los
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tratamientos con pH 5.6 y pH 3.8 se encontraron dos hileras de parénquima en
empalizada, aumentado asi el area evaluada. Sin embargo, no resultaria conveniente
seleccionar hojas con tamafios similares puesto que se estaria generando un sesgo en
los datos obtenidos.

Por otro lado, se confirmo que los altos niveles de acidez (pH 2.5) generan una

disminucion en el area intercostal sin importar la especie o la edad.

Al realizar las pruebas para establecer diferencias significativas entre las edades de
Liquidambar styraciflua, se encontro una diferencia en todos los tratamientos. Pero en
algunos casos como el tratamiento de pH 5.6 para el caracter del area del margen, no
se encontraron diferencias significativas y se atribuye a la variabilidad existente en las
hojas.

Para el caso del tratamiento a pH 2.5, en el caracter del area intercostal se atribuye
que los grupos de edades sean homogéneos porque las hojas interaccionan de
manera similar con las gotas acidas, lo cual se ve reflejado en la disminucién del area

por el dafio causado a los tejidos sin importar la edad.

En los analisis de asociacion se encontré que todos los caracteres evaluados tienen
una relacion contraria, puesto que si existe una modificacion en los patrones
cuticulares o hay presencia de tejido cicatrizado, el area del margen o el area
intercostal se veran disminuidas como un reflejo de la acidez a la que sean sometidas

las plantas.
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Los mayores grados de asociacion encontrados en los analisis corresponden al area
intercostal vs la presencia de tejido cicatrizado en L. styraciflua de 3 afios. Esto sugiere
que si hay presencia de dafio en los tejidos y se generan cicatrices, el valor del area
intercostal de las hojas se vera disminuido, porque en esta zona es donde ocurre la

mayor acumulacion de las gotas acidas.

La otra asociacion moderada se encontro entre el area del margen y la modificacion
de cuticulas en £. uhdej indicando que si la estructura de la cuticula se ve afectada por
una prolongada interaccion a sustancias acidas, se producira una disminucion en el

area del margen de los foliolos de esta especie.

Finalmente, se ha establecido que los impactos causados por la lluvia acida pueden
producir alteraciones en los tejidos foliares y cambios en las concentraciones de
clorofilas; por lo que se sugiere que los factores evaluados en este tipo de estudios
abarquen aspectos morfoldgicos, anatémicos, histoquimicos y fisioldgicos, como el
monitoreo de la fotosintesis neta y la tasa de transpiracion.

Todo ello, con el fin de realizar una valoracién que permita descubrir el potencial de
especies arboreas urbanas como bioindicadoras, en la presencia de lluvia acida y su
resistencia a otros contaminantes atmosféricos; para posteriormente realizar
propuestas en la planeacion y replantacion de arboles adecuados en los parques

urbanos, asi como en camellones, plazas y alamedas.
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Conclusiones

Los impactos generados por la lluvia acida en la anatomia foliar dependen de la

concentracion de acidez y el tiempo de exposicion.

Unicamente se presentaron dafios visibles en el tratamiento de pH 2.5 para

ambas especies, con la presencia de dafios en forma de puntos necréticos y
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cloréticos de color amarillo a café en los espacios intercostales, en las bases de
tricomas y el margen de las laminas; asi como el arriscamiento de los margenes

que fue mas notorio en L. styraciflua.

La cuticula de ambas especies sufrio alteraciones al contacto con las gotas de
acido; estas alteraciones van desde ligeros desprendimientos hasta la formacion
de agregados de ceras epicuticulares. Los cambios fueron mas notables en los

tratamientos de pH 2.5 y en menor grado de pH 3.8 en ambas especies.

Se encontraron modificaciones en la organizacion de los tejidos foliares de
ambas especies Unicamente en el tratamiento de pH 2.5. Sufrieron alteraciones
todos los tejidos, excepto los haces vasculares. La intensidad del dafio se dio a
distintos niveles, que van desde la pérdida de la cuticula, ligeras alteraciones

celulares, generacion de cicatrices y colapso celular total.

Las concentraciones de clorofilas @ y & disminuyeron conforme aumenta el

grado de acidez en ambas especies.

Liquidambar styraciflua es la especie mas susceptible a la lluvia acida simulada,
sin embargo presenta mecanismos de respuesta tales como: la generacion de

cicatrices y la abscision de tejido dafiado.
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Fraxinus uhdei posee un patréon cuticular estriado que le permite tolerar
condiciones tan acidas (pH 3.8) como las precipitaciones reportadas para la

Ciudad de México.

Se recomienda que se continlen los estudios encaminados a encontrar
especies tolerantes a atmosferas urbanas contaminadas para realizar una
gestion en la planificacion de las areas verdes en las ciudades, que sirvan para

mejorar la calidad del aire y las condiciones microambientales de las ciudades.
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Anexo |. Procesamiento histoldgico

Preparacion de soluciones empleadas en el procesamiento histolégico de las muestras.

Fijacion

FAA
(Para 100 ml)

Formaldehido (37-40%) 10 ml
Etanol (96%) 50 ml
Acido acético glacial 5 mi
Agua destilada 35 ml

Deshidratacion

Series de deshidratacion a partir de alcohol butilico terciario (ABT) para 100ml.

ATB 100% EtOH 100% EtOH 95% H,O destilada Concentracion
(ml) (ml) (ml) (ml) final (%)
5 0 30 65 35
10 0 40 50 50
15 0 45 40 60
20 0 50 30 70
35 0 50 15 85
55 0 45 0 95
75 25 0 0 100
100 0 0 0 absoluto
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Tincién
Preparaciéon de colorantes

Safranina “O" (IC 50240)

Safranina "O" 19
Metilcelosolve 50 ml
Etanol (96%) 25 ml
Agua destilada 25 ml
Acetato de sodio 19

Formaldehido (37%) 2 ml

Disolver la safranina en el metilcelosolve y agregar los reactivos en el orden marcado.

Mezclar y filtrar la solucion.

Verde rapido (grado reactivo, IC 42053)

Solucion A
Verde rapido 49
Etanol absoluto 75 ml
Metilcelosolve 25 ml

Se disuelve el colorante en el etanol y se agrega el metilcelosolve

Solucion B
Etanol absoluto 25 ml
Aceite de clavo 75 ml

Mezclar ambas soluciones y posteriormente filtrar la solucién final.
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Descripcién del procesamiento histolégico

1. Fijacién. Las secciones de hoja deben ser de aprox. 1cm?, se colocan en frascos
con tapa hermeética y se llenan con FAA por 24 h, posteriormente se realizan

varios enjuagues con agua hasta eliminar el fijador del tejido.

2. Deshidratacidn. Se alcohol butilico terciario (ATB) en concentraciones de menor
a mayor porcentaje, 35%, 50%, 60%, 70% 85%, 95%, 100% y dos cambios en
ATB absoluto, cambio se realiza en 24 h. El frasco se llena hasta cubrir la

muestra.

3. Infiltracién. Este proceso debe llevarse a cabo dentro de una estufa a 60°C. Una
vez que las muestras se encuentren en ATB absoluto, se agregan escamas de
parafina histolégica gradualmente aproximadamente cada 20 minutos hasta
completar el doble del volumen original del recipiente con la muestra.

Cuando la parafina se haya fundido y mezclado con el ATB absoluto se destapa
el frasco por al menos 48 horas para evaporar este Ultimo o se pueden realizar

dos cambios (minimo 24 h en cada uno) de parafina pura liquida.

4. Inclusién. Se coloca la muestra en una caja de papel (bond, encerado) a la que
previamente se le ha llenado hasta el borde con parafina pura liquida (60°C).
Con ayuda de pinzas se orienta la muestra para obtener las secciones
transversales.

Este procedimiento debe realizarse rapidamente ya que la parafina comienza a

solidificarse a temperatura ambiente.

5. Cortes. Los bloques de parafina se pegan en un taquete de madera y se
etiquetan. Las muestras son cortadas 15 micras en el microtomo de rotacion
American Optical 820. Los cortes se colocan en un bafio de flotacion (55°C)
para que se extiendan y luego se acomodan en los portaobjetos hasta que se

sequen.
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6.

Desparafinacién e hidratacion. Colocar los portaobjetos en canastillas metélicas
o de vidrio e introducirlas en una estufa (60°C) por aprox. 30 minutos, hasta
haber eliminado el exceso de parafina.

Sacar de la estufa y colocar de inmediato a la siguiente serie de hidratacion:
xilol absoluto (30 min.), solucién de xilol-etanol absoluto 1:1 (30 min.), etanol
100%, 95%, 70%, 50%, 30% (5 min. cada uno).

Tincién. Se introducen las muestras en safranina "O" por 24 h. Luego se realizan
dos lavados con agua destilada y se deshidratan nuevamente en una serie de
etanol 30%, 50%, 70%, 95% (5 min. cada uno). Una vez deshidratados los
tejidos se timen con verde rapido (3 min.), después se hacen tres lavados de
etanol absoluto (5 min.). Posteriormente para que los tejidos se aclaren se
utiliza aceite de clavo (por minimo 10 minutos.) y en xilol o citrisolv (por minimo

10 minutos).

Montaje. Las muestras se montan en resina sintética y se secan en estufa (60°C)

por una semana.

Limpieza y etiquetado. Las laminillas se limpian con ayuda de una navaja de un
filo y etanol absoluto. Finalmente las muestras se etiquetan con el nombre de Ia
especie, familia, estructura a observar, tipo de tincion, nombre de quien

proceso la muestra y fecha.
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Anexo |l. Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos

El método propuesto por Masayasu Nagata e Ichiji Yamashita, (1992) permite la
determinacion simultanea de pigmentos (clorofila a, b, licopenos y B carotenos) por
espectrofotometria a través de las siguientes ecuaciones, basadas en absorbancias a

distintas longitudes de onda.

Clorofila a (mg/100ml) = 0.999A¢63 - 0.0989A645

Clorofila b (mg/100ml) = -0.328As63 + 1.77As4s

Licopenos (mg/100ml) = -0.0458As63 + 0.204A645 + 0.372As505 - 0.0806A453
B-Carotenos (mg/100ml) = 0.216As63 - 1.22A645 - 0.304p505 + 0.452A453

(As63, Asas, Asos ¥ Asgsz corresponden a las absorbancias 663nm, 645nm, 505nm y

453nm respectivamente)

Método de extraccion

Solucidn solvente de
Acetona-Hexano (4:6)
10-20 ml

1 g de muestra

Homogenizacién
(Separacion automatica)

Medicién de la absorbancia a 663 y 645 nm para clorofilas
505 y 453nm para B-carotenos y licopenos

Calculo de ecuaciones

Contenido de pigmento
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Anexo lll. Salidas de los ANOVA para las variables anatomicas area del

margen y area de la zona intercostal

Contrastes de especies vs diversos tratamientos

Fraxinus uhder

Area margen

Descriptivos

N Media Desviacion estandar = Error estandar
FC 20 97575.0085 11238.34641 2512.97065
F5.6 20 102787.6710 6564.20024 1467.79980
F3.8 20 110132.6185 19334.33603 4323.28897
F2.5 20 73807.0475 21111.21410 4720.61098
Total 80 96075.5864 20624.63155 2305.90391

Pruebas robustas de igualdad de medias

Area margen

Estadistico?

gl

Sig.

Welch

13.116

3 38427 0.000

a. F distribuida de forma asintética

Games-Howell

rueba de homogeneidad de varianzas

Area margen

Estadistico de Levene gl gl2  Sig.

7.282

3 76 0.000

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Diferencia de

(I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
FC F5.6 -5212.66250 0.297
F3.8 -12557.61000 0.078
F2.5 23767.96100° 0.001
F5.6 FC 5212.66250 0.297
F3.8 -7344.94750  0.0393
F2.5 28980.62350" 0.000
F3.8 FC 12557.61000 0.078
F5.6 7344.94750 0.393
F2.5 36325.57100 0.000
F2.5 FC -23767.96100" 0.001
F5.6 -28980.62350" 0.000
F3.8 -36325.57100" 0.000

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Descriptivos

Area zona intercostal

N Media

Desviacién estandar

Error estandar

FC

F5.6
F3.8
F2.5

Total

20 98983.9645
20 105702.9195
20 134396.9295
20 67914.5735
80 101749.5967

14633.62515 327217806
11398.65256 2548.81620
26865.52793 6007.31467
11706.16037 2617.57703

29237.80504 3268.88598

Area zona intercostal

Suma de cuadrados

Prueba de homogeneidad de varianzas
Area zona intercostal

Estadistico de Levene gl1 gl2 = Sig.

2680 3 76 0.053

ANOVA

gl Media cuadrética F Sig.

Entre grupos 44678692330.000 3 14892897440.000 49.525 0.000
Dentro de grupos ~ 22854397890.000 76 300715761.700
Total 67533090220.000 79

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Diferencia de

Subconjuntos homogéneos

() Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
HSD FC F5.6 -6718.95500  0.613
Tukey F3.8 -35412.96500°  0.000
F2.5 31069.39100"  0.000
F5.6 FC 6718.95500  0.613
F3.8 -28694.01000°  0.000
F2.5 37788.34600" 0.000
F3.8 FC 35412.96500"  0.000
F5.6 28694.01000"  0.000
F2.5 66482.35600° 0.000
F2.5 FC -31069.39100"  0.000
F5.6 -37788.34600°  0.000
F3.8 -66482.35600"  0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Area zona intercostal

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3
HSD F2.5 20 67914.5735
Tukey? FC 20 98983.9645
F5.6 20 105702.9195
F3.8 20 134396.9295
Sig. 1.000 .613 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media armonica = 20.000.
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Liquidambar styracifiua 1 afio

Descriptivos

Area margen

Prueba de homogeneidad de varianzas

Area margen

N Media Desviacion estandar = Error estandar
L1 C Estadistico de Levene gl1 gl2  Sig.
C 20 733611310 5469.23962 1222.95916
1156 7282 3 76 0.000
-5.6 20 89196.4410 5903.45617  1320.05293
L1238 20 79816.9015 7615.32714 1702.83891
L1.2.5 20 53406.1040 8490.10038 1898.44416
Total 80 739451444 1487814897  1663.42762

ANOVA

Area margen

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.

Entre grupos 14815766450.000 3 4938588817.000 19.976 0.000

Dentro de grupos ~ 18788892240.000 76  247222266.300

Total 33604658690.000 79

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Area_margen

Diferencia de

() Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.

HSD L1.C L1.56 -15835.31000*  0.000
ey L1338 -6455.77050*  0.023
L1125 19955.02700*  0.000

L1.5.6 L.cC 15835.31000*  0.000
L1.38 9379.53950*  0.000

L1125 35790.33700*  0.000

11.3.8 L.c 6455.77050*  0.023
L1.56 -9379.53950*  0.000

L1255 26410.79750*  0.000

L1.25 L.C -19955.02700*  0.000
L1.56 -35790.33700*  0.000

L1.38 -26410.79750*  0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos

Area margen

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3 4
HSD L125 20 53406.10
Tukey? 11.C 20 7336113
L1338 20 79816.90
L1.56 20 89196.44
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 20.000.

129



Vi

()
N o e o .
\\‘\\‘i;:-‘?’; Efecto de la lluvia &cida simulada sobre |la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua UN
Jordin Boténico o . . POSGR/TDO
Instituto de Biologia (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae). Ciencins Biologicas

UNAM

Descriptivos
Area zona intercostal
N Media Desviacion estdndar  Error estandar Prueba de homogeneidad de varianzas
Area zona intercostal
L1.C 20 83716.1890 7958.08372 1779.48162
Estadistico de Levene gl gl2  Sig.
L156 20 87718.8480 4245.62534 949.35069
35957 3 76 0.000
L1.3.8 20 83757.0140 7194.12495 1608.65524
L125 20 73187.6705 19727.60879 4411.22743
Total 80 82094.9304 12452.79311 1392.26459
Pruebas robustas de igualdad de medias Comparaciones mdiltiples
Area zona intercostal
Diferencia de
Estadistico® gl gl2 Sig. (I) Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
Howell
a. F distribuida de forma asintética L1138 ~4082500 | 1.000
L1.25 10528.51850  0.147
1156 L1.C 4002.65900 0.217
L1338 3961.83400 0.169
L125 1453117750 0.020
1138 L1.C 40.82500  1.000
L1.5.6 -3961.83400  0.169
L125 10569.34350 0.138
L1.25 L1.C -10528.51850  0.147
1156 -14531.17750"  0.020
1138 -10569.34350  0.138

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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biiuko oo gl (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae). Ciencina

Liquidambar styracifiua 3 afios

Descriptivos
Area margen
Prueba de homogeneidad de varianzas
Area margen
N Media Desviacion estandar  Error estandar
Estadistico de Levene gl gl2  Sig.
L3.C 20 92016.4960 5467.57548 1222.58705
8.651 3 76 0.000
L3 56 20 919823375 8558.17867 1913.66693
L3.3.8 20 90993.4800 3330.06499 744.62517
L3.25 20 820403975 14704.37592 3287.99841
Total 80 89258.1777 9860.54097 1102.44200

Pruebas robustas de igualdad de medias Comparaciones mdltiples

; Diferencia de
Area margen

(I) Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-)) Sig.

Estadistico® gll  gl2 Sig.

Games- L3_C L3 5.6 3415850  1.000

Welch 2698 3 38466 0059 Howell e PR —
a. F distribuida de forma asintética 1325 9976.09850° 0041
L3.5.6 L3.C -34.15850  1.000

L3338 988.85750 0.962

L3.25 9941.94000 0.063

L3.3.8 L3.C -1023.01600  0.891

L3.5.6 -988.85750 .0962

L3.25 8953.08250 .0065

L3.25 L3.C -9976.09850"  0.041

L3.5.6 -9941.94000 0.063

L3.3.8 -8953.08250 0.065

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Efecto de la lluvia &cida simulada sobre |la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua

(Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae).

POSGI

Ciencias

UN
DO
1oligicas

Area zona intercostal

Descriptivos

N Media Desviacién estandar  Error estandar
L3.C 20 95622.2350 8478.59125 1895.87064
L3.56 20 93155.0200 4813.09337 1076.24040
L3.3.8 20 93150.6945 9136.09585 2042.89314
L3.25 20 71156.5145 12207.26002 2729.62632
Total 80 88271.1160 13366.99383 1494.47534

Pruebas robustas de igualdad de medias

Area zona intercostal

Estadistico® g1

g2 i

g.

Welch

20.399

3 39.730 0.000

a. F distribuida de forma asintética

Variable dependiente:

Games-

Howell

Prueba de homogeneidad de varianzas

Area zona intercostal

Estadistico de Levene gl1 gl2 = Sig.

2.768

3 76 0.047

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

() Tratamiento

L3_C

L3_56

L3.3.8

L3.25

Area zona intercostal

(J) Tratamiento
L3.56
L3.38
L3 25
L3 C
L3.38
L3.25
L3.C
L3.56
L3.25
L3 C
L3.56
L3.38

Diferencia de
medias (I-J)

2467.21500
2471.54050
24465.72050
-2467.21500
4.32550
21998.50550°
-2471.54050
-4.32550
21994.18000"
-24465.72050
-21998.50550"
-21994.18000"

Sig.

0.673
0.812
0.000
0.673
1.000
0.000
0.812
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo IV. Salidas de los ANOVA para el contraste de los diversos

tratamientos vs especies

Tratamiento control

Descriptivos
Area margen
Prueba de homogeneidad de varianzas
N Media Desviacion estdndar  Error estandar
Area margen
FC 20 97575.0085 11238.34641 2512.97065
Estadistico de Levene gl1 gl2  Sig.
L1.C 20 733611310 5469.23962 1222.95916
16.723 2 57 0.000
L3.C 20 92016.4960 5467.57548 1222.58705
Total 60 87650.8785 12999.94628 1678.28585

Pruebas post hoc

Pruebas robustas de igualdad de medias
Comparaciones multiples

Area margen . . y
Variable dependiente:  Area margen

Estadistico* gl1  gl2 Sig.

Diferencia de

Welch 72527 2 35909 0.000 (I) Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
a. F distribuida de forma asintética Games- F_C L1.C 24213.87750"  0.000
Howell
L3_C 5558.51250 0.134
L1.C F.C -24213.87750°  0.000
L3_C -18655.36500" 0.000
L3_C FC -5558.51250  0.134
L1.C 18655.36500°  0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Instituto de Biologia (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae).

UNAM

Ciencias

$§é‘:’; Efecto de la lluvia &cida simulada sobre |la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua UI}‘/]V[
Be POSGR/TDO
1o0logicas

Descriptivos

Area zona intercostal

N Media Desviacion estandar  Error estandar
F.C 20 98983.9645 14633.62515 327217806
L1.C 20 83716.1890 7958.08372 1779.48162
L3_.C 20 956222350 8478.59125 1895.87064
Total 60 927741295 12495.59384 1613.17423

Pruebas robustas de igualdad de medias

Area zona intercostal

Estadistico* gll  gl2 Sig.

Welch 14.017 2 36.364 0.000

a. F distribuida de forma asintética

Games-

Howell

Prueba de homogeneidad de varianzas

Area zona intercostal

Estadistico de Levene gl gl2  Sig.

5.126

2 57 0.009

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

() Tratamiento

FC

L.C

L3_C

Variable dependiente: Area zona intercostal

(J) Tratamiento

L1.C

L3_C

FC

L3_C

FC

L1.C

Diferencia de

medias (I-J)

15267.77550"

3361.72950

-15267.77550"

-11906.04600

-3361.72950

11906.04600"

Sig.

0.001

0.651

0.001

0.000

0.651

0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tratamiento pH 2.5

Descriptivos

Area margen

N Media Desviacién estandar  Error estandar
F25 20 73807.0475 21111.21410 4720.61098
L12.5 20 53406.1040 8490.10038 1898.44416
L3 25 20 82040.3975 14704.37592 3287.99841
Total 60 69751.1830 19588.31441 2528.84052

Pruebas robustas de igualdad de medias
Area margen

Estadistico* gll  gl2 Sig.

Welch 31327 2 33.581 0.000

a. F distribuida de forma asintética

Prueba de homogeneidad de varianzas
Area margen

Estadistico de Levene gl gl2  Sig.

13218 2 57 0.000

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area margen

Games-

Howell

() Tratamiento

F25

L1.25

L3.25

Diferencia de

(J) Tratamiento medias (I-J)
L1.2.5 20400.94350"
1325 -8233.35000
F25 -20400.94350"
L3.25 -28634.29350°
F25 8233.35000
L1.2.5 28634.29350

Sig.

0.001

0.337

0.001

0.000

0.337

0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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biiuko oo gl (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae). Ciencina

Descriptivos

Area zona intercostal

Prueba de homogeneidad de varianzas

Area zona intercostal

N Media Desviacion estandar = Error estandar
Estadistico de Levene gl1 gl2 = Sig.

F25 20 67914.5735 11706.16037 2617.57703
9.830 2 57 0.000

L1.25 20 73187.6705 19727.60879 4411.22743

[3.25 20 71156.5145 12207.26002 2729.62632

Total 60 70752.9195 14907.80195 1924.58896

Pruebas robustas de igualdad de medias

Area zona intercostal

Estadistico* gl1  gl2 Sig.

Welch 656 2 36,671 0.525

a. F distribuida de forma asintética
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Efecto de la lluvia &cida simulada sobre |la anatomia foliar de Liquidambar styraciflua

(Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae).

UN
POSGR/TDO
Cieneias Biologicas

Tratamiento pH 3.8

Descriptivos

Area margen

N Media Desviacion estandar  Error estandar
F 3.8 20 110132.6185 19334.33603 4323.28897
L13.8 20 79816.9015 7615.32714 1702.83891
[3.3.8 20 90993.4800 3330.06499 744.62517
Total 60 93647.6667 17377.58682 2243.43681

Pruebas robustas de igualdad de medias
Area margen

Estadistico* gl1 gl2 Sig.

Welch 28.875 2 29.874 0.000

a. F distribuida de forma asintética

Prueba de homogeneidad de varianzas
Area margen

Estadistico de Levene gl1 gl2  Sig.

4209 2 57 0.020

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area margen

Games-

Howell

() Tratamiento

F 38

L1.3.8

L3_3.8

Diferencia de

(J) Tratamiento medias (I-J) Sig.

L1.3.8 30315.71700"  0.000
L3_3.8 19139.13850"  0.001
F 38 -30315.71700"  0.000
L3.3.8 -11176.57850"  0.000
F 38 -19139.13850"  0.001
L13.8 11176.57850"  0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Descriptivos
Area zona intercostal Prueba de homogeneidad de varianzas
Area zona intercostal

N Media Desviacién estandar = Error estandar Estadistico de Levene gl1 gl2 Sig.

F 38 20 134396.9295 26865.52793 6007.31467 6.790 2 57 0.02
[138 20 83757.0140 719412495 1608.65524
[3.3.8 20 93150.6945 9136.09585 2042.89314
Total 60 103768.2127 27711.76901 3577.57399

Pruebas robustas de igualdad de medias

Area zona intercostal

Estadistico* g1 gl2 Sig.

Welch 35202 2 34.107 0.000

Pruebas post hoc a. F distribuida de forma asintética

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area zona intercostal

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia de medias (I-))  Sig.

Games-Howell F_3.8 L1.3.8 50639.91550" 0.000
L3_3.8 41246.23500"  0.000

L1.3.8 F38 -50639.91550"  0.000

L3.3.8 -9393.68050" 0.003

L3_3.8 F 38 -41246.23500"  0.000

L1.3.8 9393.68050" 0.003

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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biiuko oo gl (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae). Ciencins Biologicas

Tratamiento pH 5.6

Descriptivos

y Prueba de homogeneidad de varianzas
Area margen

Area margen

Estadistico de Levene gl gl2  Sig.

N Media Desviacion estandar = Error estandar
894 2 57 0415
F 56 20 102787.6710 6564.20024 1467.79980
156 20 89196.4410 5903.45617 1320.05293
[3.56 20 919823375 8558.17867 1913.66693
Total 60 94655.4832 9144.82669 1180.59205
ANOVA

Area margen

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.

Entre grupos 2061586562.000 2  1030793281.000 20.455 0.000

Dentro de grupos 2872456895.000 57 50393980.610

Total 4934043456.000 59
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Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Diferencia de

Area margen

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2
HSD L1.5.6 20 89196.4410
Tukey?
[3.56 20 91982.3375
F 56 20 102787.6710
Sig. 434 1.000

() Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
HSD F 56 L1.5.6 13591.23000°  0.000
Tukey
L3.5.6 10805.33350"  0.000
L1.5.6 F 56 -13591.23000°  0.000
L3.5.6 -2785.89650 0.434
L3.5.6 F 56 -10805.33350"  0.000
L1.5.6 2785.89650 0.434
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Descriptivos
Area zona intercostal
N Media Desviacién estandar  Error estandar
F56 20 105702.9195 11398.65256 2548.81620
156 20  87718.8480 4245.62534 949.35069
356 20  93155.0200 4813.09337 1076.24040
Total 60  95525.5958 10619.89366 1371.02238

140

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =

20.000.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Area zona intercostal

Estadistico de Levene  gl1 gl2  Sig.

19.029 2 57 0000
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biiuko oo gl (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae). Ciencina

) i Pruebas post hoc
Pruebas robustas de igualdad de medias

Area zona intercostal . -
Comparaciones multiples

Estadistico® gl gl2 5ig. Variable dependiente: Area zona intercostal

Welch 24103 2 35132 0.000
Diferencia de
a. F distribuida de forma asintotica (I) Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-)) Sig.
Games- F 5.6 L1.5.6 17984.07150"  0.000
Howell
[3.5.6 12547.89950° 0.000
L1.5.6 F 56 -17984.07150*  0.000
[3.5.6 -5436.17200"  0.002
L3.56 F 56 -12547.89950"  0.000
L1.5.6 5436.17200"  0.002

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo V. Salidas de Analisis estadisticos de ANOVA de un factor y
ANOVA robusta de un factor de Welch para las concentraciones de

clorofilaay b en L. styracifluay F. uhdei

Contraste entre grupos control

Descriptivos
Clorofila_a

Prueba de homogeneidad de varianzas
N Media  Desviacion estandar  Error estandar

Clorofila_a
FC 10 12393003 0.39561717 0.12510513 Estadistico de Levene gl gl2  Sig.
L1.C 10 11987421 0.47834908 0.15126726 968 2 27 0393
L3.C 10 .6783760 0.50350869 0.15922343
Total 30 1.0388061 0.51550241 0.09411743
ANOVA
Clorofila_a

Suma de cuadrados gl Media cuadrética  F Sig.

Entre grupos 1957 2 978 4595 0.019
Dentro de grupos 5750 27 213
Total 7.707 29
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples Clorofila_a
Variable dependiente: Clorofila_a Subconjunto
0} Diferencia de Tratamiento N para alfa = 0.05
Tratamiento (J) Tratamiento medias (I-J) Sig. 1 2
HSD FC L1.C .04055814 0.979 13.C 10 6783760
Tukey L3.C .56092430" 0.030 L1.C 10 11987421
L.C FC -.04055814 0.979 FC 10 12393003
L3.C .52036616" 0.046 Sig. 1000 479
L3.C FC -.56092430" 0.030

Se visualizan las medias para los grupos en los

L1.C -.52036616 0.046 ) )
subconjuntos homogéneos.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 2 Utiliza el tamario de la muestra de la media

armonica = 10.000.
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Descriptivos
Clorofila_b
Prueba de homogeneidad de varianzas
N = Media  Desviacion estandar = Error estandar Clorofila b
FC 10 16774416 0.75393844 0.23841627 Estadistico de Levene gll g2 Sig.
L1.C 10 13205776 0.43387562 0.13720352 7128 2 27 0003
L3.C 10 4351677 0.19793741 0.06259330
Total 30 1.1443956 0.72740630 0.13280561

Pruebas robustas de igualdad de medias
Clorofila_b
Estadistico gl1  gl2 Sig.

Welch 25934 2 1461 0.000

a. F distribuida de forma asintética

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Clorofila_b

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia de medias (I-J)

Games-Howell F_C

L.C

L3_C

L1.C .35686400
L3.C 1.24227392"
FC -.35686400
L3.C .88540992
FC -1.24227392"
L1.C -.88540992"

Sig.
0.419
0.001
0.419
0.000
0.001
0.000

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

143



i
(A

:‘gi;i,’; Efecto de la lluvia acida simulada sobre la anatomia foliar de Liguidambar styracifiua
-

Jardin Botdnico

Insttuto.de Blolagio (Altingiaceae) y Fraxinus uhdei (Oleaceae).

Contrastes por especie con respecto a los tratamientos

Liquidambar styracifiua 1 afio

Descriptivos
Clorofila_a
Prueba de homogeneidad de varianzas
N Media Desviacion estandar Error estandar Clorofila_a
L1.C 10 11987 0.47835 0.15127 Estadistico de Levene gl gl2  Sig.
L125 10 4708 0.17157 0.05426 1495 3 36 0.232
L138 10 .6466 0.30993 0.09801
156 10 .4789 0.28790 0.09104
Total 40 .6988 0.43750 0.06917
ANOVA
Clorofila_a
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 3530 3 11477 10.765 0.000
Dentro de grupos 3.935 36 109
Total 7.465 39

Comparaciones multiples

(I) Tratamiento (J) Tratamiento Diferencia de medias (I-))  Sig.

HSD L1_C L1.2.5 0.97872" 0.000 Clorofila_a
Tukey 1.3.8 0.87731" 0.000 Subconjunto
11,56 0.89925" 0.000 para alfa = 0.05
A Tratamiento N 1 2
L1.2.5 L1.C -0.97872 0.000
HSD L1.2.5 10 0.4708
11.3.8 -0.10141 0.835
Tukey® 1156 10 0.4789
L1.5.6 -0.07947 0.912
L1.3.8 10 0.6466
L1.3.8 L1.C -0.87731° 0.000
L1.C 10 1.1987
L1.2.5 0.10141 0.835 )
Sig. 0.638  1.000
L1.5.6 0.02195 0.998 . ]
Se visualizan las medias para los grupos en
L1.56 L1.C ~89925° 000 los subconjuntos homogéneos.
L1.25 .07947 912 a. Utiliza el tamanio de la muestra de la
1138 -.02195 998 media armdnica = 10.000.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Descriptivos
Clorofila_b
N  Media Desviacion estandar  Error estandar

Prueba de homogeneidad de varianzas
L1.C 10 13206 0.43388 0.13720

Clorofila_b
125 10 3419 0.12092 0.03824

Estadistico de Levene gl1 gl2  Sig.
[138 10 .4433 0.20896 0.06608

2491 3 36 0.076

L156 10 4213 0.21304 0.06737
Total 40 .6318 0.48067 0.07600

ANOVA
Clorofila_b
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 6383 3 2128 29.155 0.000
Dentro de grupos 2.627 36 0.073
Total 9.011 39
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Diferencia de
() Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
HSD L1.C L1.2.5 0.97872" 0.000
Tukey L1.3.8 0.87731 0.000
L1.5.6 0.89925 0.000
L1.2.5 L1.C -0.97872 0.000
L1.3.8 -0.10141 0.835
L1.5.6 -0.07947 0.912
L1.3.8 L1.C -0.87731 0.000
L1.2.5 10141 835
L1.5.6 .02195 .998
L1.5.6 L1.C -.89925 .000
L1.25 07947 912
L1.3.8 -.02195 998
L1.2.5 07947 737
L1.3.8 -.02195 995
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*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Liquidambar styracifiua 3 afios

Clorofila_b
Descriptivos Subconjunto para
Clorofila_a Prueba de homogeneidad de varianzas  alfa = 0.05
Clorofila_a - 7 1 2
N Media Desviacion estandar = Error estandar Estadistico de Levene gl gl2  Sig. 0.3419
13.C 10 .6783760 0.50350869 0.15922343 3671 3 36 0021 04213
L3.25 10 .4210992 0.27969294  0.08844667 1138 10 04433
L1338 10 .78630M 0.37708973 0.11924624 Pruebas robustas de igualdad de medias 1.3206
L3 56 10 .8247963 0.59179879 0.18714321 Clorofila_a 0.835 1.000
Total 40 .6776431 0.46438003  0.07342493 Estadistico* gl1  gl2 Si9-grupos en los
Welch 2.562 3 19.280 0.085
a. F distribuida de forma asintética 1 de la media
armdnica = 10.000.
Descriptivos
Clorofila_b
N Media Desviacion estandar  Error estandar
Prueba de homogeneidad de varianzas
3.C 10 .4351677 0.19793741 0.06259330
Clorofila_b
L3 25 10 .3247230 0.19810871 0.06264747 L )
Estadistico de Levene = gl1  gl2  Sig.
338 10 .5371018 0.23617769  0.07468594
628 3 36 0602
L3 56 10 .4025925 0.16383488 0.05180914
Total 40 .4248962 0.20765539  0.03283320
ANOVA
Clorofila_b
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 232 3 077 1.923 0.143
Dentro de grupos 1.449 36 .040
Total 1.682 39
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Descriptivos

Clorofila_a
N Media  Desviacién estandar  Error estandar Prueba de homogeneidad de varianzas
FC 10 12393003 039561717 0.12510513 Clorofila_a
F25 10 6896652 021949743 0.06941118 Estadistico de Levene | gl gl2 Sig.
F38 10 7296097 060742589 0.19208493 3378 3|36 0029
F 56 10 .7383277 0.46644917 0.14750418
Total 40 .8492257 0.48472405 0.07664160
Pruebas post hoc
Pruebas robustas de igualdad de medias Comparaciones miuiltiples
Clorofila_a Variable dependiente: Clorofila_a
Estadistico* gl1  gl2  Sig. Diferencia de
Welch 4717 3 18585 0013 () Tratamiento (J)) Tratamiento medias (I-J) Sig.
a. F distribuida de forma asintdtica Games- F_C F.2.5 :54963504° 0.009
Howell F_3.8 .50969057 0.160
F_5.6 .50097257 0.080
F 25 F C -.54963504" 0.009
F 38 -.03994447 0.997
F 56 -.04866247 0.990
F 38 F C -.50969057 0.160
F 2.5 .03994447 0.997
F 5.6 -.00871800 1.000
F 56 FC -.50097257 0.080
F 25 04866247 0.990
F 38 .00871800 1.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Descriptivos
Clorofila_b
Prueba de homogeneidad de varianzas
N = Media  Desviacién estandar Error estandar Clorofila_b

FC 10 16774416 075393844  0.23841627 Estadistico de Levene gIT g2 Sig.

F25 10 4254840 012967005  0.04100527 15819 3 36 0.000

F 38 10 .3176912 0.19419720 0.06141055

F 56 10 .3768412 0.13077656 0.04135518

Total 40 .6993645 0.69011119 0.10911616

Pruebas post hoc

Comparaciones mltiples

Variable dependiente: Clorofila_b
Pruebas robustas de igualdad de medias ) )
Diferencia de

Clorofila_b
(I) Tratamiento  (J) Tratamiento medias (I-J) Sig.
Estadistico* gl1  gl2 Sig.
Games- F_C F 25 1.25195760" 0.002
Welch 9.721 3 19.081 0.000
Howell F38 1.35975042" 0.001
a. F distribuida de forma asintética
F 56 1.30060040" 0.002
F 25 F C -1.25195760" 0.002
F 3.8 10779282 0.483
F 56 04864280 0.837
F 3.8 F_C -1.35975042" 0.001
F 25 -10779282 0.483
F 56 -.05915002 0.854
F 56 F C -1.30060040" 0.002
F_ 25 -.04864280 0.837
F 38 .05915002 0.854

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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