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RESUMEN

Basados en el descubrimiento de que extractos acuosos de papel reducen el proceso de
transpiracion en explantes de frijol, el presente estudio se condujo para probar si estos extractos
mantienen sus propiedades antitranspirantes cuando se asperjan a plantulas intactas de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de estrés hidrico.

Los extractos que se prepararon durante el presente estudio fueron hechos a partir de papel
comunmente conocide como Bond y papel Kraft, asi como de papel Filtro usado cominmente en
los laboratorios de quimica.

Los extractos acuosos también fueron evaluados para conocer si afectaban otros procesos
fisiologicos como germinacion y crecimiento radicular.

Los resultados indican que los extractos de papel no afectaron significativamente la
transpiracion de plantulas intactas de fiijol, pero si inhibieren la germinacion de Lepidium sativum
L. en el siguiente orden de intensidad: extracto de papel Filtro > extracto de papel Bond >
extracto de papel Kraft. Este Gltimo estimulo significativamente el crecimiento de raices de

Friticum aestivum L. cv “Lerma rojo” mientras que los de papel Bond y Filiro no lo afectaron.



1 INTRODUCCION
Numerosos son los factores ambientales que afectan el crecimiento y desarrolio de
las plantas, pero sobre todo que reducen la produccidn. Entre estos factores la sequia es el que
mas limita la distribucion y el rendimiento de las plantas cultivadas, particularmente si incide
durante el estadio de mayor sensibilidad. Este altimo difiere entre especies, cultivares y ain
entre etapas fenologicas de una misma planta (Saini y Aspinall, 1981).

En el pats, 84.04 miliones de ha -la zona 4rida y semiarida que representa el 42.7% del
territorio nacional y es el asiento de 25.7% de la poblacion- tienen permanente escasez de agua.
De elias se dedican a la agricultura 8 millones de ha -el 9.6% de toda la zona dnida y semiarida-,
que constituyen el 43% del total de la superficie agricola nacional. Los cultivos dominantes en
las areas temporaleras de los diez principales estados de dicha zona, son los granos basicos
(maiz, trigo y frijol), salvo Sonora y Tamaulipas en donde se cultivan ajonjoli y sorgo.

Aqui se localizan las principales areas trigueras (el 67% de la superficie destinada a esta
especie), algodon, ajonjoli, soya, uva, casi dos tercios de la alfalfa, un tercio de la cebada y una
quinta parte de la avena cultivados en el pais (Toledo er af., 1989),

En este contexto, salta a la vista la importancia de desarrollar técnicas para el

‘aprovechamiento maxamo del recurso agua, entre las que se encuentra el uso de
antitranspirantes. El problema bésico en la elaboracion de estas sustancias radica en que deben
ser de bajo costo e inocuos tanto para cultivos como para las propiedades del suelo.

Larqué-Saavedra y Soto (1586) observaron, durante un experimento en que utilizaron

exudados de raiz de Salix caprea, que el testigo -agua destilada y filtrada- también produjo




efectos antitranspirantes sobre explantes de fijjol. Supustieron entonces que posibles sustancias
causantes de tal efecto se desprenden del papel filtro, y se disuelven en el agua destilada.

Para probar tal hipotesis, Garcia (1991) realhizo un estudio en el que observo el efecto
de extractos acuosos de papel sobre fa apertura estomatal de tiras de epidermis de Commelina
communis y sobre la transpiracidn de explantes de FPhaseofus vulgaris cv. “Cacahuate 727, asi
como de plantas intactas del hibridoe H-28 de Zea mays. La auiora encontré que la
transpiracion se redujo significativamente en un 30% en los explantes de P. vulgaris
sumergidos en los extractos acuosos; ademas observo un cierre estomatal de 72% en tiras de
epidermis desprendida de C. communis, también sumergidos en los extractos,

Sin embargo, en las aspersiones a plantas intactas de Z mayy obtuvo que la
transpiracién disminuyd durante las primeras 24 horas en un 28% y que a las 48 horas se
incrementd en 3.82%.

En un segundo experimento con la misma especie v bajo las mismas condiciones,
encontrd que la transpiracion se redujo en un 8.03%.

Con el presente trabajo preliminar se buscd determinar el efecto antitranspirante de

extractos acuosos de papel, asperjandolos sobre plantulas de frijol en condiciones de sequia.




H REVISION DE LITERATURA

La sequia empieZa cuando la humedad del sucio dismunuye contorme el mvei de
aportaciones, a tal grado que las raices de las piantas ya no pueden extraerla con faciidad
(Castillo, 1988). bsta situacion puede deberse también & mveles excestvos de saies y otros
osmolitos en el agua edatica (Neumnann, 19Y35),

Ebxssten numerosos gjempios del avance en la lucha contra ia sequia {(algunos uti1izados
desde la antigitedad), emtre los que puede mencronarse la uttizacion de cuitrvos meor
adaptados fisiologicamente a escasa precipitacion, con buena o reguiar productividad potenciat
tates como el tijo!l tepan, girasol, sorgo escobero, jojoba, guayule, mezquite, catabacilia toca, ¢
amaranto entre oiros (Uomez, [Y85). Fambien se ha recurndo al desarrolio de plantas
resistentes a sequia, caructenzadas por poseer un ampho y profunde desarrollo radical y/o
buena capacidad de gjuste 0smotico, paredes celulares rigidas, cierre estomatsl durante buena
parte del dia como respuesta al estrés hidrico, bayya conductanca cuticular y buena eficiencia de
uso de agua (EUA).

La aphcacion a las plantas de sustancias quimicas que reducen la transpiracion es de
particular mterés por el gran potencial que representan. Ademas de mcrementar la retlexadon
lummosa, tales quimcos pueden usarse para formar peliculas superfictales gue reducen el
escape de vapor de agua, o bien, para inducter el cierre cstomatgj. Un pequetio numero de €llos
pueden inducrr el clerre estomatal parcial o completo, con al parecer reducidos electos toXicos,

aunque las especies varian en su sensibilidad (Hounam, 1975).




La reduccion del rendimiento a consecuencia de ambientes limitantes, particularmente
por déficit de agua, genera un interés considerable por las estrategias invelucradas en las
respuestas al estrés hidrico, tanto a nivel celular como a nivel global de las plantas (Neumann,
1995).

Al disminuir ¢l agua del suelo, la absorcion por las raices declina y los estomas pierden
la capacidad de igualar la tasa de transpiracion a la tasa de absorcion; en consecuencia, éstos se
cierran y la tasa de transpiracion pasa a depender de la conductancia por la epidermis (Sinclair y
Ludlow, 1985). Con el cierre estomatal desciende la captacién de CO,, decae la actividad
fotosintética y finalmente el rendimtento. Sin embargo, los efectos del déficit hidrico dependen
del estadio fisioldgico (Villarreal, 1978) y de las condiciones de crecimiento, pero también de la
especie (Davies, 1977; Gutiérrez, 1983).

El envejecimiento foliar puede alterar el umbral del potencial de agua que produce ef
cierre estomatal (Steinberg ef al., 1989), lo cual permite conservar el agua del suelo hasta la
floracion y asegurar la apertura estomatal a potenciales hidricos menores (Teare ef al., 1982).

Los estomas son unidades anatomicas que no se desarrollan todos simultineamente,
sino a lo largo del pericdo de crecimiento foliar (Knecht y O'Leary, 1972). Funcionalmente son
unidades independientes que responden al mismo estimulo ambiental pero en forma individual.
En una seccion de epidermis o de hoja, sometidas a los mismos tratamientos, muestran una
amplia variedad de aperturas (Spence, [987), lo que constituye el fenomeno hoy conocido
como cierre en "parches" (Ekstein er al_, 1998).

Con respecto a la penetracion de liquidos, los estomas pueden considerarse como

estrechos capilares que tienen paredes inclinadas. Por ejemplo, los estomas de tipo Amaryilis




(Fig, 1} estan formados por una zona externa, la llamada zona 1 de gran didmetro, que se
encuentra delimitada por margenes exteriores; le sigue la zona 2 de diametro decreciente, la
cual se aproxima a un minime dentro del poro, que luego aumenta nuevamente -en direccion
hacia la camara subestomatica- en la lamada zona 3. Aqui el angulo de la pared se aproxima a

cero, en el limite entre la cavidad interior y la camara subestomatica.

Margen

e Margen

Camara interior

Subestomatica

Fig. 1. Dibujo esquemtico de un ¢stoma del tipo Amaryilis.
La flecha sefiala la direccion en que penctran los agroquimi
cos (Schénherr v Bukovac, 1972)

La geometria del estoma y en particular la presencia de mérgenes exteriores e interiores,
tienen significancia biologica: el repentino incremento en la apertura estomatal, a medida que se
avanza de la zona | a la 3, forma dngulos de la pared extremadamente pequefios o
practicamente iguales a cero que limitan la penetracion de los liquidos al estoma y camara
subestomatica.

Los pequefios dngulos de las paredes estomatales y las pequefias energias superficiales

se combinan formando una barrera formidable en contra de la penetracidn de liquidos con

h



altas tensiones superficiales, tales como el agua o soluciones acuosas (Schénherr y Bukovac,
1972).

La humedad se adhiere en relacion a la quimica y rugosidad de la superficie foliar. Las
hojas pueden ser desde completamente humectables -si se forma una pelicula de agua sobre
ellas, lo .que implica angulos de contacto (@) menores de 1 10°- hasta completamente repelentes

a ésta o no humectables, en las cuales se presentan &ngulos mayores a 130°(Fig 2.).

Gota de
Agua

Linea tangente
ala gota

Angulo de Contacto {2)

I — 3

Superficie Foliar
Fig. 2. El 4ngulo = es una medida del arce formado
por una linga tangente v el punto de contacto entre
una gota de aguay la superficic foliar (Brewer y
Smith, 1997)

Las especies pilosas son dificiles de humedecer (Stock y Holloway, 1993), Smith y
McClean (1989) encontraron que las especies de superficies foliares con el mayor nimero de
estomas son las menos humectables. La misma situacion ocurre con las superficies abaxiales.

En efecto, la retencion de las gotas de humedad y el angulo de contacto @ asi como éste
con la densidad de los tricomas se correlacionan en forma negativa y positiva, respectivamente
(Brewer y Smith, 1997). De acuerdo a Brewer ef af. (1991), en general a bajas densidades de
tricomas (menor a 30 mm™) mayor retencién de humedad y menores valores de o; a altas

densidades (superiores a 40 mm™) menor retencion y altos valores de @ (Fig. 3).




) No existe inleraccién entre tricomas y agua
. . tricoma
epiderss pelicula de agua N

\ / J [ 1/ N ‘l /T
T TR

b} Los tricomas segregan los depositos (“gotas™) de agua

tricoma: gotas d agua

Fig. 3. mreracciones de los tricomas con el agua. a) Sin
influencia aparente de los tricomas en la deposicién de 1a
humedad superficial, o en la formacion o retencién de las
gotas. b) “Estrategia de segregacion”. Los tricomas circun
dany reticnen la humedad superficial hasta que se evapo
fa. c) “Estrategia de clevacién”™. Los densos tricomas impi
den el humedecimiento de la epidermis foliar (Brewer y
Smith, 1997)

Por otra parte, la mayor parte del agua consumida por los cultivos se utiliza en la
transpiracion y sélo el 10% es retenida por las plantas en los estadios primarios y un 3% en los
ultimos (Nelson y Hwang, 1975). La cantidad de agua eliminada por la planta estd controlada
por ¢l tamaiio del poro (es decir, por la resistencia estomatal) -determinado Por mecanismos
reguladores-, el cual varia con las condiciones ambientales (Brown y Rosenberg, 1970; Meyer y
Green, 1981) y sustancias quimicas que s.e apliquen a tas hojas. En razon de que hay una mayor
resistencia a la difusion del vapor de agua que 2 la difusion del CO,, un cambio en la resistencia

estomatal tiene mayor impacto en la transpiracién que en la fotosintesis (Gaastra, 1959).




La resistencia de la hoja a la difusién parece estar relacionada con dos aspectos: el
primero consiste en una resistencia externa que depende solo de la ventilacton -los movimientos
del aire- y geometria de la hoja. El segundo consiste en una resistencia interna, la cual es una
funcion de la interferencia o resistencia estomatal -resultado de la longitud y cierre del poro-
ydela g;eometria del estoma.

También existen factores internos que determinan la apertura estomatal, tales como las
variaciones de la concentracion interna del CO,, asi como el acoplamiento entre los cambios de
pH, del potencial transmembranal de los cloroplastos y del plasmalema, todo lo cual modifica la
presion osmética de las células guarda (Coudret y Ferron, 1977},

El potencial trasmembranal se encuentra modulado por el flujo ionico a través de la
membrana plasmatica y del tonoplasto, asi como de la tasa de sintesis o degradacion de solutos

osmoticamente activos en el citoplasma (Gilroy ef al., 1991).

2.1 ANTITRANSPIRANTES

Existen dos tipos de antitranspirantes: a) los que forman una pelicula sobre la superficie
foliar, y b) aquellos que inhiben completamente la apertura estomatal (Davenport ef a/., 1972).
El efecto de los antitranspirantes varia en direccién e intensidad de acuerdo a las condiciones
ambientales, es decir, es dependiente del suministro de agua.

La aplicacidén oportuna de un antitranspirante puede retrasar el desarrollo del déficit
hidrico; en consecuencia, la evapotranspiraciéon (E} y la fotosintesis neta (Pn) se mantienen

constantes e inclusive esta ultima aumenta. El retraso en el déficit hidrico posiblemente




incremente la superficie de la hoja y la Pn de la planta aunque ésta se reduzca por unidad de
area foliar.

Por otra parte la diferencia en las respuestas entre especies y cultivares a la aplicacion
de antitranspirantes, depende también de su sensibilidad a los cambios en la conductancia de la
epidermis (Solarova et a/,, 1981). En una misma especie -bajo condiciones de sequia- no todos
los individuos reducen simultineamente su transpiracion a un valor determinado, aungue se les
haya suspendido el riego al mismo tiempo, se hayan sembrado €l mismo dia y pertenezcan al
mismo cultivar, las variaciones que se observan se pueden atribuir a la plasticidad inherente a
cada cultivar (Vasco, 1986).

Los efectos mas notables de los antitranspirantes se registran usualmente 24 horas
después de su aplicacion, pero decrecen con e! transcurso del tiempo. En ese lapso, sus efectos
sobre E y Pn pueden no reducirse paralelamente, por lo cual también varia la EUA (Solarova
etal, 1981).

El beneficio de estas sustancias varia en funcion de que aumenten el potencial hidrico,
justo cuando el crecimiento de una porcion vegetal en particular depende mas del estado
hidrico, que de la fotosintesis (Boyer, 1970). Por otro lado hay evidencias de que algunos
antitranspirantes influyen en el transcurso de la ontogenia (Gale ef af., 1964),

De los numerosos antitranspirantes que a la fecha se conocen, se pueden mencionar al
ABA (acido abscisico) -sesquiterpeno derivado del acido mevalénico o de la fractura de una
xantefila (Walton y Li, 1995)-, el fitoregulador natural que ha mostrado repetidamente su
habilidad para inducir el cierre estomatal. Al parecer inhibe reversiblemente la actividad de la

fotofosforilizacion ciclica en los cloroplastos de las células guarda v bloquea en ellas la




formacion de acidos organicos. Su mayor ventaja es que las aplicaciones artificiales no parecen
tener efectos secundarios. Desafortunadamente, es un antitranspirante no econdmico.

De entre las sustancias que fungen esencialmente como inhibidores metabdiicos, se
encuentran ¢l CCC (cloruro de clorocolina) el cual incrementa la resistencia a la sequia gracias
a que reduce la superficie foliar y, simultaneamente, aumenta el crectmiento radical de las
plantas tratadas. Sin embargo, impide la apertura normal de los estomas porque disminuye la
produccion de ATP. E!' PMA (acetato de fenil mercurio) inhibe, al parecer, la
fotofosforilizacion ciclica a nivel de ta cadena de transporte de electrones en donde se sintetiza
ATP. No obstante, altas concentraciones de este quimico inhiben la fotosintesis y pueden
producir una deficiencia de fosforo en la planta; a nivel celular, dafian la integndad de las
células guarda, reducen el contenido de clorofila en las hojas e inhiben la apertura estomatal
mediante bloqueo de la fotosintests (Solarova ef al., 1981). Al inhibir la apertura estomatal, el
PMA incrementa el potencial hidrico de la planta, pero frena ¢l crecimiento y la produccion de
materia seca aunque en menor medida que la transpiracion (Coudret y Ferron, 1977).

Por otra parte, las aplicaciones de farnesol sobre hojas intactas reducen la conductancia,
pero también la E y Pn. Si se aplica a sistemas in vifro daiia trreversiblemente las membranas
externas de los cloroplastos (Fenton ef /., 1977).

Ern lo referente a la azida de sodio, bajas concentraciones inhiben la apertura inducida
previamente por la luz; cantidades un poco mayores inducen el cierre, bajo iluminacion.
Concentraciones altas impiden el cierre en la oscunidad. Por otra parte, el alcohol cetilico
reduce la E, pero inhibe la Pn y la acumulacion de materia seca, ademas de que se dificulta la

entrada de agua a las raices.




El ASA (4cido acetilsalicilico) en concentraciones de entre 10° y 10 M tienen un
efecto equivalente al de una solucion 10 M de ABA en tiras de epidermis de Commelina
communis L. (Larqué-Saavedra, 1979). Mezclado con los amortiguadores MES y PIPES a
pH's menores o iguales de 5.5, el ASA 107 M disminuye ia aperiura estomatal con dafio
aparente de los estomas de esa misma especie, pero con pH's mayores de 5.5 no disminuyd la
apertura estomatal ni afectd a las células oclusivas (Larqué-Saavedra y De Leon, 1979)

Otras sustancias como el DSA (4cido decenilsuccinico) y sus denvados, el icido
alkenilsuccinico, el acido N-dimetilaminosuccinamico y algunos herbicidas (atrazine, amitrine,
amitrole, 2,4-D, dalapon, DNBP, propazine, simazine, etc,) también reducen la E cuando se
aplican en hojas o en raices, aunque algunos de ellos también reducen la Pn (Solarova ef af ,

1981).

2.2 PENETRACION FOLIAR DE LOS QUIMICOS

Las cuticulas varian por el grosor y composicion de sus ceras (Holmgren et af., 1965).
La permeabilidad de las mismas difiere ampliamente entre especies como entre estadios de
desarrollo de las hojas, es decir, no hay una cuticula tipica (Schenherr y Baur, 1994).

La deshidratacion foliar afecta las propiedades de la cuticula y -aunque se desconocen
las causas exactas- posce la capacidad, que varia con la edad y estado hidrico de la hoja (Boyer
etal, 1997), de discriminar los gases que la atraviesan.

El intercambio de gases también es afectado cuando las hojas se encogen a
consecuencia de la deshidratacion, ya que el estrechamiento de la cuticula refuerza la estructura

de las ceras, La permeabhilidad al agua liguida de cuticulas aisladas depende de {a temperatura y




de la humedad (Schiéncherr y Schrmudt, 1979), pero se modifica en cierta medida por la
composicion o rearreglo de las ceras {Schonherr ef al| 1980). De esta manera, la cuticula
constituye una barrera dindmica al intercambio gaseoso, que depende de las condiciones
hidricas de las células subyacentes, asi como de la capa cerosa de la superficie foliar (Boyer et
al., 1997).

La absorcion foliar es un proceso complejo del que no se pueden hacer facilmente
generalizaciones (Stevens ef o/, 1988; Baker ef o/, 1992) La naturzleza exactz de la
penetracion cuticular de los quimicos a las hojas se desconoce (Coret y Chamel, 1993) pero se
han sugerido algunas rutas preferenciales que incluyen a las células epidérmicas localizadas
sobre las venas, fos tricomas, las paredes anticlinales de las células epidérmicas, las paredes de
las células guarda, perforaciones y rasgaduras (Dybing y Curder, 1961). Aunque las células
guarda y accesorias, per se, pueden ser sitios de penetracion favorecidos, es posible el
movimiento masivo de una solucion -a través del poro estomatico- hacia la camara
subestomatica.

La efectividad de cualquier sustancia aplicada a las plantas depende de numerosos
factores ademas de su actividad intrinseca, tales como la tasa de absorcién {Davies, 1995), su
posterior metabolismo a compuestos mas o menos activos, y la tasa de ingreso al
compartimento celular apropiado (Waltony Li, 1995),

La naturaleza de la sustancia aplicada influye en la penetracion foliar, las soluciones
acuosas con una tension superficial aproximada a ta del agua pura no pasan a través del poro
estomal a menos que se aplique una presién externa; en cambio, algunos de los liquidos

organicos penetran con facilidad (Schonherr y Bukovac, 1972).




Estos {ltimos autores plantearon la hipétesis que relaciona la baja tensién superficial
con la infiltracion estomatal, segin la cual los liquidos que tienen una tension superficial menor
de 30 dinas/cm producen depdsitos (“gotas™) con angulos de contacto { @) igual a cero sobre
la superficie foliar, e infiltran los estomas espontaneamente. A medida que se reduce la tensiGn
superficial de una solucidn acuosa, el angulo de contacto ( @) formado con la superficie foliar
también disminuye; la infiltracién por los estomas ocurrira cuando la tension superficial del
liquido iguale Ja tension superficial critica, o cuando el angulo de contacto formado sea menor
que el dngulo de [a pared def poro (Fox y Zisman, 1950).

La tension superficial de las soluciones acucsas no es el dnico factor de la penetracion
estomatal: también pueden ser igualmente importantes el angulo de contacto (humectabilidad)
formado por la solucién con la superficie foliar -angulos grandes impiden la penetracion
estomatal a pesar de que los estomas se encuentren abiertos {Schreiber y Schénherr, 1992)-, la
motfologia de la pared de] poro (Greene y Bukovac, 1974), la viscosidad de la solucion, el
diametro de la apertura estomatal, asi como la altura final y velocidad tnicial del avance capilar
(Schonherr y Bukovac, 1972). Ademas influyen el tipo de “"acarreadores” y coadyuvantes
utilizados, los cuales pueden interactuar con el ingrediente activo (i. a.), el grado de
atomizacion, volatilidad y retencién del liquido asperjado (Schénherr y Baur, 1994), la
composicion y concentracion del surfactante utilizado en el momento y en el lugar correctos
{Stock y Holloway, 1993) ¢l efecto de las cendiciones ambientales, la naturaleza y composicién
de la cuticula y de la cera epicuticular asociada (Field v Bishop, 1988), es decir la especie
(Stock e al., 1993), el periodo del tratamiento, la forma fisica de los depésitos "secos”

remanentes sobre la superficie foliar (Baker er al., 1992), el punto de fusién, la concentracion,
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tamaiio y forma molecular, velocidad de absorcion y la solubilidad del i. a. (Stevens e/ al,
1988; Stock et al., 1993), la adicion de dispersantes y/o humectantes, ast como el pH de [a
mezcla asperjada (Stevens, 1993).

Por otra parte el hecho de que una sustancta no penetre hacia los estomas puede
signiﬁca'r también que las caracteristicas quimicas de la superficie de la cuticula en el interior de
la abertura estomatal son similares a las de la superficie foliar, pues se sabe que la tension
superficial critica estd determinada casi completamente por la naturaleza de los grupos
quimicos que forman la superficie de un solido (Schénherr y Bukovae, 1972). En ocasiones la
cuticula que reviste al poro estomatico es mas polar que el de la existente sobre las células
guarda, lo cual obviamente limita la absorcidn de soluciones polares a través de él.

La tensidn superficial de la mayoria de las superficies cuticulares es de unas 30
dinas/cm. Las soluciones que forman angulos de contacto pequefios (menores de 307
requieren presiones muy pequefias para afectar la penetracion a la cdmara subestomatica, de
manera que se requiere cautela en la interpretacion de resultados obtenidos por inmersion de
hojas en las soluciones cuando se estudia la penetracion estomatal (Dybing y Currier, 1961)

La absorcién foliar puede mejorarse con la utilizacion de coadyuvantes: existen
evidencias de que la penetracion estomatal de agroquimicos -incluidos los antitranspirantes- se
efectua principalmente cuando se emplea un surfactante eficiente (Dybing y Currier, 1961;
Stock ef al, 1993), a la concentracion adecuada, pues al parecer debe excederse una
concentracion critica que permita una absorcion significativa (Stock ef al., 1993).

Los coadyuvantes son sustancias quimicas, en su mayoria agentes tensoactivos (Caux

et al. 1992) que se clasifican en modificadores y activadores (Stevens, 1993); se utilizan como




humectantes, emulsificantes o dispersantes, detergentes (surfactantes), agentes dispersores,
agentes antiespuma, solubilizantes y penetrantes. Todos ellos optimizan las propiedades fisicas
del i. a. en las formulaciones de agroquimicos, ya sea porque reducen el dngulo de contacto
(@) o bien, porque aumentan la permeabilidad de la cuticula (Busotti ef al., 1997). Los
surfactantes en particular mejoran la humectabilidad, inhiben la cristalizacion del i. a., y
modifican ia interaccion entre este Oltimo y la cuticula {Coret y Chamel, 1993).

No obstante sus bondades, los coadyuvantes han mostrado fitotoxicidad a las
concentraciones usadas en el campo -40 uM-, mas ain porque con frecuencia se utilizan a
concentraciones que exceden lo necesario para reducir convenientemente la tension superficial
{Parr y Norman, 1965; Caux et al. 1992). Por ejemplo, tratamientos con surfactantes del tipo
Trton, inducen perturbacion quimica de las membranas (intra y extracelulares) la cual consiste
principalmente en el decremento de la saturacion de los lipidos que [as componen.
Investigaciones con marca radioactiva demostraron que tanto los coadyuvantes hidrofilicos (el
Tritén X-100, por ejemplo) como los hidrofébicos (el caso del Tritén X-33) se incorporan a las
membranas de los cloroplastos.

Bajas concentraciones de coadyuvantes pueden activar o desactivar las desaturasas de
acidos grasos, que provocan cambios en la fluidez de las membranas; esta ultima determina
un eficiente metabolismo celular. Los surfactantes también tendrian capacidad de interactuar
cOn Otros sistemas enzimaticos, como los que regulan la sintesis de novo de glicerofosfolipidos
y glicolipidos, 0 el intercambio de cadenas -acy/ (Caux ef al,, 1992).

Por ofra parie, el Tween 80 (monooleato poli-oxy-etileno de sorbitan) es un ester

clasificade como surfactante de tipo no-idnico (Parr y Norman, 1965), es higroscopico y se




considera un penetrante pobre (Stock y Holloway, 1993), capaz de formar agregados
moleculares o micelas cuando su concentracion excede el nivel critico en un sistema acuoso. La
cantidad de micelas formadas se asocia con cambios abruptos en muchas de las propiedades del
surfactante y, por consiguiente, puede cambiar también su comportamiento en un sistema
bioi(‘)gicé; por ejemplo, se incrementa su habilidad para disolver matenales insolubles en agua,
como la cutina. Las micelas aparentemente disuelven grasas y ceras con lo que remueven
grandes dreas de las ceras cuticulares. De este modo, favorecen la penetracion del surfactante,
con el resultado de un extenso efecto fitotdxico,

Se ha observado que la utilizacién del Tween 80 como surfactante redujo en 90% la
absorcion y traslocacion de P™; aspersiones que contenian 0.1% de Tween 80 redujeron
significativamente el rendimiento en soya; concentraciones de 0.01%, reducen la absorcion de
K en raices aisladas de cebada. Por otra parte, se ha reportado que se requieren
concentraciones minimas del orden de 0.2% a 0.5% de un surfactante no-i6nico para causar
muerte de plantas; las raices de plantulas de pepine son més sensibles que las hojas a la

toxicidad de surfactantes no-ionicos (Parr y Norman, 1965).

2.3 ELABORACION DE PAPEL
El descubrimiento de! efecto antitranspirante de los extractos de papel en
explantes no es reciente (Larqué-Saavedra y Soto, 1986), pero aun se desconoce su
composicién total. Por elio se ignora cuai(es) sustancia(s) constituye(n) en si e! ingrediente

activo. Sin embargo, es posible que el conocimiento de los quimicos utilizados en la
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elaboracion del papel, proporcione una idea de cuiles serian los residuos que, diluidos durante
la preparacion de los extractos acuosos, tienen el mencionado efecto.

La elaboracién del papel inicia con la obtencion de celulosa a partir del tratamiento
quimico de astillas de madera, el cual consiste en la separacion de las fibras de celulosa de los
cementantes (incrustantes} por adicion de NaOH -proceso a la sosa- o de NaS0: -conocido
como proceso al sulfato-; las astillas de madera mezcladas con el reactivo ("licor bianco”) se
hierven siguiendo alguno de los dos procesos. Al término de la "hervida” resulta una mezcla de
la celulosa con el llamado "licor negro" o "lejias sulfaticas residuales”.

La compaosicién del licor negro varia considerablemente, por la composicion misma del
licor blanco y del método especifico utilizados durante la hervida. Sin embargo, la mayoria del
alcali esta presente como carbonato de sodio o como compuestos organicos de sodio. La
mayor parte de la materia organica removida de la madera durante la “hervida”, se combina
quimicamente con ¢l NaOH en la forma de sales de sodio, de resina y otros acidos organicaos.
El licor negro inciuye también sulfuros organicos en combinacion con sulfuro de sodio y con
algo de mercaptanos; el resto del alcali esta presente como sosa y sulfuro de sodio. Hay
también pequefias cantidades de sulfato de sodio, cloruro de sodio, silice y pequefas cantidades
de otras impurezas como cal, ¢xido de fierro, aluminio y potasa {Carpy, 1941).

De acuerdo a Guzman (1939), la lejia bruta, sin dilucién contiene materia organica
{12%) constituida por lignina -en forma de acidos lignosulfonicos-, hidratos de carbono -en lo
fundamental azircares fermentescibles en un 75%-, agua y materia inorganica (6%) formada por
azufre, sales de calcio, magnesio, fierro y algunas veces manganeso y aluminio, en proporciones

variables.
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También en la iejia se han encontrado los acidos acético y formico (2 a 9 g/l),
aceites -cimeno, }-borneol y terpenos-, derivados del azufre -sales de calcio, acidos
lignosulfonicos, 8O,, SOz y azufre libre-, furfural libre, alcohol metilico y otros compuestos.
Durante la "hervida" tambieén se liberan alcohol etilico, acetena, aldehido acético y trazas de
acidos a.cético y formico. Asimismo, se pueden hallar en las lejias sustancias secundarias como
compuestos pécticos, proteinas y taninos. Las sales de calcio se forman porque las bases que
existen en el licor neutralizan los acidos lignosulfonicos, a medida que éstos aparecen (Gral,
1934).

Para seguir con el proceso, la celulosa es separada del licor negro, sometida a un
lavado y finalmente a un blanqueado. En éste ultimo se utilizan agentes oxidantes o reductores
como sustancias blanqueadoras, Entre los agentes oxidantes se encuentran los hipoclontos,
cloro, permanganato de potasio, peroxido de hidrégeno y otros. Entre los agentes reductores
estdn el bidxido de azufre y sus compuestos, como el sulfito de sodio y bisulfito de calcio,
principalmente.

Ya depurada, la pulpa se blanquea tratandola con cloro, hipoclorito de calcio, didxido y
peroxido de hidrogeno, en esa secuencia, si se trata de pulpa kraft. Si la celulosa kraft (de alta
resistencia y fibras largas) va a ser "refinada” se ileva al area de preparacion de pastas, donde se
realiza un repulpeo {agregando agua) que se aprovecha para afiadir a la celulosa las llamadas
cargas (polvos minerales} y para realizar el encolado de las fibras -excepto en el papel
absorbente-, que consiste en adicionarle breas de colofonia saponificadas y alumbre (sulfato

doble de potasio y aluminio hidratado).




Entre los encolantes mas utilizados estan las breas de colofoma, "almidones
modificados”, carboximetilcelulosa y resinas sintéticas de ure-formaldehido o de
melaminaformaldehido. Las cargas mas utilizadas son silicatos -caolin, talco, asbestinas-,
carbonatos de Ca y Mg, diéxido de titanio, tierras de diatomeas, sulfuro de zinc y latopdn
(CONCAMIN, 1995). Montadio (1963) reporta €l uso como encolantes de ceras vegetales y
minerales, parafinas y compuestos quimicos como el alcohol polivinilico, fenol formaldehido,
derivados del dcido estéarico, de la caseina, etc.; entre las cargas minerales utilizadas, menciona
ademas, al silicato de calcio, sulfito de zine, sulfato de calcio, sulfato de bario y al silicato de
magnesio.

Con la adicion de las cargas se realiza el rellenado del papel que tiene por objetivos
mejorar la calidad de impresion, proporcionar opacidad, blancura, o bien, regular la porosidad
del papel como en ¢l caso del papel filtro utilizado er los laboratorios.

Con la pasta procesada se forman las hojas de papel, las cuales reciben un tratamiento
de "calandreado” para ajustar su calibre y lisura, y en el que también puede afiadirseles un
recubrimiento de pintyra por una o ambas caras (Garcia, 1995).

Por dltimo, cabe mencionar que en 1996 se registré el procesamiento de 3,756,300
tons. de materia fibrosa, 78.6% de las cuales fueron fibras secundanas (fibras recicladas). En
1997 se reportd una produccion de 442 121 tons. de celulosa y 3,501,083 tons. de papel
(Camara Nacional de la Industria de la Celulosa y el Papel, 1998)

En la produccion de cada tonelada de papel a partir de fibra primaria se utilizan unos
20,000 1 de agua limpia (CONCAMIN, 1997). Las aguas residuales del proceso, son

descargadas e€n su mayoria al desagiie.




111 HIPOTESIS
Si los extractos acuosos de papel indujeron cierre estomatal en explantes, entonces al
asperjarlos sobre plintulas de frijol cultivadas en condiciones de sequia se observard una
disminuéién en los volimenes de agua que transpiren por efecto de un cierre estomatal
prematuro.
Si ademas los extractos de papel contienen algGn inhibidor fisiologico, entonces

pertubaran la germinacién y el crecimiento radicular.

IV OBJETIVOS

Determinar:

1. Si los extractos acuosos de papel Bond, Filtro y Kraft reducen la transpiracion de

plantulas de ftijol in vive.

2. Si los extractos de papel del punto antenior contienen ABA o alglin sucedaneo, para

lo cual se desarrollaran bioensayos en lentejilla y trigo rojo.
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V MATERIAL Y METODO'

5.1 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE PAPEL

Se probaron 3 tipos de extractos acuosos de papel (EAP). 1) papel Bond (EAP-B),
Kimberly Clark, 36 Kg; 2) papel Filtro (EAP-F), plieges de pore mediano; y 3) papel Kraft
(EAP-K), 125 g ¥ 1 m de ancho.

Los extractos se elaboraron en una proporcion 1:10 (P/V) conforme al procedimiento
descrito por Garcia (1991). Este consistio en el picado del papel, y posterior remojo con agua
deionizada durante 7 dias a 4 °C. Transeurrido este lapso, los extractos obtenidos se filtraron al
vacio utilizando papel filtro Whatman del No. 1.

Se determino el pH de cada extracto acuoso y se almacend en frascos de color ambar, a
4 °C. Los extractos asi preparados también se utilizaron en los bioensayos de lentejilla y trigo

rojo.

5.2 MATERIAL BIOLOGICO

Para probar el efecto antitranspirante de los extractos de papei se utilizaren plantulas de
frijol (Phacgo!us vuigaris L. ¢v. “Cacahuate 727).

El efecto de los mismos sobre la germinacion y crecimiento radicular, se determind en
semillas de lentejilla (Lepidium sativam L) y de trigo rojo (Friticum sativiem cv “Lerma rojo”),

respectivamente.

! El presertie trabiajo s realizd en |os laboratorios € mvernadéros del Laboratorio de Fisiologia Vegetal, del Centro de Botinica del Colegi
de Postgraduados en Chapingo, Méx,
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5.3 EFECTO DE LOS EXTRACTOS ACUQSOS DE PAPEL
5.3.1 TRANSPIRACION DE PLANTULAS DE FRIJOL
5.3.1.1 TRATAMIENTOS
Se realizaron dos experimentos independientes en que los extractos de papel
(solucioﬁes problema) fueron asperjados sobre las hojas simples de plantulas sometidas a

sequia; se siguieron los tratamientos sefialados en los cuadros 1y 2.

Cuadro 1. Experimento 1. Los extractos se aplicaron en una hoja simple.

TRATAMIENTO SUSTANCIA APLICADA
HOJA SIMPLE No. 1 HOJA SIMPLE No. 2

I Extracto de Papel Bond Sin aplicacién

11 Extracto de Papel Filtro Sin aplicacién

111 Extracto de Papel Kraft Sin aplicacién
v Extracto de Papet Bond Agpua deionizada
v Extracto dc Papel Filtro Agua deionizada
VI Extracto de Papel Kraft Agua deionizada
vl ABA (10°'M) Sin aplicacidn

En este caso, las hojas asperjadas con agua deionizada constituyeron el testigo; las
hojas sin aplicacion, asi como las asperjadas con la solucion de ABA se incluyeron con

propésitos de comparacion.

Cuadro 2. Experimento 1I. Los extractos se aplicaron
en ambas hojas simples.

TRATAMIENTO SUSTANCIA APLICADA
[ Sin aplicacién
il Tesligo
ili Extracto de Papel Bond
v Extracto de Papel Filtro
v Extracto de Pape! Kraft
Vi ABA (10°M)
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Las plantulas del testigo fueron asperjadas con agua deionizada. En este experimento
las plantulas a las que no se aplicd ninglin liquido asi como las asperjadas con la solucidn de
ABA, se incluyeron con fines comparativos.

Ambos experimentos se llevaron a cabo dos veces consecutivas, v se realizaron bajo un

disefio completamente al azar, cada uno con diez repeticiones y una planta por repeticion.

5.3.1.2 VARIABLES EVALUADAS

Los volimenes de agua transpirados per las plantulas se determinaron
gravimeétricamente para lo cual se midi¢ dia con dia, en balanza granataria de 2.61 kg, el peso
de las macetas. Ademas el efecto de las sustancias aplic;das se evaluaria determinando en
forma cualitativa la condicion (marchita o turgente) de las hojas entre los diferentes

tratamientos.
Con el objeto de conocer el nivel de dafio sufrido por las plantulas al término del estrés
hidrico, se determind la cantidad de clorofila en muestras tomadas inmediatamente antes de

concluir el experimento.

5.3.1.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL
Las semillas de frijo] se sembraron en macetas de unicet de 300 ml de capacidad, llenas
con 300 g de una mezcla de tierra de monte y suelo arcilloso (1:1); inmediatamente después se

les aplicod un riego hasta la saturacién del sustrato.
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Doce a catorce dias a partir  de la siembra, sc hizo un aclareo, a fin de conservar la
pléintula méas robusta y sana en cada maceta. Se monitored el tamaiio de las hojas simples para
determinar ! momento de su maduracién.

Tanto los extractos de papel (soluciones problemm) como la solucién de ABA y el agua
deionizaaa (testigo) fueron adicionadas con el surfactante Tween 80 -una gota/50 mls
0.1ml/100ml de solucién- mmediatamente antes de aplicarlos.

Los tratamientos se aplicaron en ambas superficies foliares, con un atomizador manual.
Se hicieron 5 y 4 aspersiones (experimento I y T1, respectivamente) por las mafianas (9:30 a
11:00 u.m.).

Una vez maduras las hojas simples, -lo cual sucede antes de la expansion de Ia primera
hoja trifoliolada-, se aplico el iiltimo riego. Finalmente se asperjaron las soluciones problema y
testigo de acuerdo a los tratamientos descritos anteriormente y se tomé el peso inicial de las
macetas. A partir de este dia se suspendi6 el rego.

El peso de las plintulas cn sus macetas se determiné cada 24 h; la aplicacién de los
tratamientos se hizo cada 48 h, El perfodo de sequia al cua! fueron sometidas las plintulas durd
de 8 a 10 dias.

Las temperaturas registradas en el mterior de! invernadero fueron: minmimas de 10.8 a
13.9 °C y méximas de 23.6 a 31.6 °C en el primer experimento, yde 12.8 2 184y 28.1 a2 36.7
°C durante el segundo.

Para conclurr el experimento se tomaron muestras de hojas -tres de las diez repeticiones

en cada tratamiento-, con el objeto de cuantificar el comenido de clorofila siguiendo la técnica
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5.3.2 GERMINACION
5.3.2.1 TRATAMIENTOS
Como testigo se utilizd agua deionizada, ajustada af pH de cada uno de los extractos de
papel. Debido a que éstos presentaron pH's diferentes, se manejaron en total tres testigos, cada

uno para su correspondiente extracto. Los tratamientos, fieron los siguientes:

Cuadro 3. Tratamientos aplicados en el bicensayo
con lentejilla (Lepidium sativum L.}

TRATAMIENTO TESTIGO SOLUCION PROBLEMA
1 agua a pH del Extracto de Pape! Bond Extracto de Papel Bond
2 agua a pH del Extracto de Papel Filtro Extracto de Papet Filtro
3 agua a pH del Extracto de Papel Kraft Extracto de Papel Krafl

Cada tratamiento incluy6 cinco repeticiones, cada repeticion quedd integrada de 20

semillas.

5.3.2.2 VARIABLES EVALUADAS
Se determind el nomero de semillas germinadas (aquellas que presentaron radicula

expuesta por fuera de la testa) cada 2 h después de un periedo de 12 h de incubacion.

5.3.2.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL
El bioensayo se repitié ocho veces -independientes unas de otras-, y se llevd a cabo
siguiendo la técnica descrita por Larqué-Saavedra y Rodriguez (1993) con la varante de que

no se utilizd soporte para colocar las semillas.
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Se utilizaron cajas Petri con cuatro divisiones, para afiadir a cada una de dos divisiones
1.1 ml de agua deionizada con el mismo pH del extracto correspondiente; en las restantes se
agregaron -a cada una- 1.1 ml de la solucidn problema en cuestion.

Las cajas Petri se taparon e incubaron a 25 °C, en la oscuridad y por un lapso de 24 h.
Transcurridas 12 h se registro el nimero de semillas germinadas, bajo luz verde. Con este dato
se calcularon porcentajes de germinacion,

Los porcentajes calculados se llevaron finalmente a un analisis de varianza y se

sometieron a la Prueba de Tukey (o =0.05).




5.3.3 EN EL CRECIMIENTO RADICULAR
5.3.3.1 TRATAMIENTOS
Los tratamientos consistieron en lotes de diez semillas -con radiculas de | a 2 mm de
longitud-, que fueron incubados con los diferentes extractos de papel. Las semillas del testigo
se incubﬁron con agua deionizada Gnicamente.
Cada tratamiento incluyd cinco repeticiones. Una repeticion se integré con diez

semillas pregerminadas, cuyas radiculas presentaren una longitud de ! a 2 mim.

5.3.3.2 VARIABLES EVALUADAS

La longitud de las radiculas se midio con regla graduada en mm, 24 h después de

aplicar los tratamientos.

5.3.3.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL
Los bioensayos con el cv. “Lerma rojo” se realizaron tres veces de manera
independiente; en todos los casos se siguid ia técnica descrita por Larqué-Saavedra y
Rodriguez (1993), con la variante de que se wiilizd arena de cuarzo, previamente lavada, como-
soporte.
Las semillas de trigo fueron remojadas durante 6 h a 30 °C. Posteriormente se colocaron
100 de ellas en una charola, en cuyo fondo se coloco previamente una capa de arena de cuarzo

de unos 3 mm de espesor. Una vez dispuestas las semillas se cubrieron con otra capa de arena
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del mismo espesor; todo fue humedecido con agua deionizada, para después llevarlo a
incubacidn por un lapso de 48 h, en la ascuridad.

Transcurndo el plazo y bajo luz verde, se eligieron aquellas semillas cuya radicula
presentd una longitud de 1 a 2 mm; se colocaron diez de ellas por cada caja Petri. A cada una
de éstas se le adicionaron 10 m! de una de las sustancias (agua deionizada o extracto de papel),
se taparon e incubaron durante 24 h a 25 °C, y se mantuvieron en la oscuridad. Al término de
este lapso se procedid a medir las radiculas.

Las longitudes medidas se sometieron a un analisis de varianza y Prueba de Tukey

(0=0.05)
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VI RESULTADOS
6.1 EFECTO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE PAPEL

6.1.1 TRANSPIRACION DE LAS PLANTULAS DE FR1JOL BAJO
CONDICIONES DE SEQUIA

En general, la evapotranspiracion de las plintulas (graficas | y 2) se incrementé durante
las primeras 48 h del perfodo experimental, para después descender progresivamente hasta
alcanzar un minimo entre los dias siete a ocho. Esto se observd en ambos experimentos a pesar
de que en el primero se aplicaron los tratamientos a una sola hoja.

Las curvas se caracterizan en los dos experimentos por Ia gran proximidad entre ellas
a tal grado que los intervalos de los errores estdndar se traslapan.

Aspersitn de los Extractos de Papel en una Hoja Simple. Las plintulas perdieron
pricticarpente toda el agua de que disponian en ej sustrato durante los primeros tres dias del
experimento. La grafica | muestra que todos los tratamientos presentaron una
evapotransporacion creciente durante el primer dia del periodo de sequia, con pérdidas de agua
de 28.1518.78 a 28.85+9.20 g entre los tratamientos 1 a III (una hoja intacta y la segunda
asperjadu con un extracto de papel), y de 26.55+8.46 1 30.0519.58 entre los tratamientos IV &
V1 (una hoja asperjada con agua deionizada, la otra con un extracto). En el tratamiento VII
(una hoja sin aspersion, la otra asperjada con ABA 10* M), las pérdidas de agua alcanzaron
29.248.82 g. En las siguientes 24 h los volimenes de agua evapotranspirados oscilaron de
34.3+4.52 a 35.414.95 g en los tratamientos I a Il; de 34.52£5.30 a 35.1515.25 g entre los
tratamientos IV a VI; en el tratamiento VII fueron de 35.5514.87 g.

A lo largo del tercer dia dei perfodo de sequia se produjo una evapotranspiracion de —
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Grafica 1, Evapotranspiracion media diaria de las plantulas de frijo! por tratamiento
durante ¢l periodo de sequia. Valor promedio de dos experimentos independientes,

eon diez repeticiones por (tratamiento + el error estdndar. Los extractos de papel se

aplicaron en una sola hoja (hoja2). s/a= hojas sin aspersion. a/d hojas asperjadas
cor: agua deionizada (Testigo). Bond, Filtro. Kraft y ABA (107 M)= hojas asperjadas
con las soluciones respectivas..
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25.45+5.76 a 26.15£5.90 g en los tratamientos | a III, de 26.7+7.32 a 27.05£6.57 entre las
plantulas del tratamiento 1V a VI, y de 27 4515 .65 g entre las plantulas del tratamiento VIL

A partir dei cuarto dia del periodo de sequia el volumen de agua perdida descendio
aprectablemente en el tratamiento V1I con 17.05t4.35 g, y 17.38 g en promedio en el resto de
los trat-amientos; al finalizar el periodo de sequia (diez dias en este experimento) la
evapotranspiracion fue de 3.24 g, promedio, entre todos los tratamientos.

Cabe hacer hincapié en que resulté sorprendente el comportamiento del tratamiento VII
{una hoja sin aplicacion, la otra asperjada con ABA) pues, contrariamente a lo esperado,
mostrd los mismos volumenes de  evapotranspiracion, aunque con pequefias fluctuaciones -no
significativas- de 0.63 por debajo a 1.17 g mayores al promedio, que en tratamientos con los
extractos acuosos de papel a lo largo del periodo de estrés hidrico.

Por otra parte, no se encontraron diferencias visibles y consistentes en las condiciones
-turgentes 0 marchitas- de las hojas ni en una misma plantula, m entre tratamientos a lo largo
del experimento.

Aspersién de los Extractos de Papel en Ambas Hojas Simples. En la grifica 2 se
observa que durante los dos primeros dias del experimento, todos los tratamientos agotaron
la mayor cantidad de agua de que se disponia en las macetas: el primer dia perdieron
51.85+t9.04, 51.2526.31 y 48.5547.95 g en las plantulas asperjadas con los extractos de papel
Bond, Filtro y Kraft, respectivamente. El testigo (plintulas asperjadas con agua deionizada)
por su parte evapotranspird 51.7+5.82 g de agua. Durante el segundo dia las pérdidas de agua

fueron de 53.2547.72, 54.929.0]1 y 53.65+7.71 g en las plantulas tratadas con el extracto de
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Grafica 2. Evapotranspiracién media diaria de las plintulas durante el periodo de sequia.
Las soluciones acuosas se aplicaron sobre ambas hojas simples. Valor promedio de dos

experimentos independicnes, con 10 repeticiones por tratamiento t el error estindar.
Bond, Filtro, Kraft y ABA= plantulas asperjadas con las soluciones respectivas, Testigo=
plntulas asperjadas con agua deionizada.
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papel Bond, Filtro y Kraft, en ese orden, mientras que el testigo consumio 56.1+8.68 g de
agua.

Parz el tercer dia del periodo de sequia lz evapotranspiracidn se redujo
pronunciadamente, ya que se registraron volumenes de 16.35%3.2 g entre las plantulas
asperjad.as con el extracto de papel Bond, 15.84£1.91 g en el tratamiento con papel Filtro y
16.25+2.61 g en ¢l de papel Kraft, en esta ocasion el testigo evapotranspird un volumen de
153+2.87 g de agua. A partir del cuarto dia las pérdidas de agua disminuyeron
progresivamente, hasta ilegar a 3. 82128, 3.65£1.27 y 3.6%1.05 en los tratamientos con papel
Bond, Filtro y Kraft, respectivamente. El testigo presentd una evapotranspiracion de 4.05+1.50
s

Por otro lado, durante todo el periodo de sequia los tratamientos que se incluyeron con
propositos de comparacion presentaron volGmenes de evapotranspiracion similares: las
plantulas asperjadas con ABA tuvieron pérdidas de agua de 42.35+4.74, 56.816.04,
18.42+4.98 y 3.95+1.23 en el primero a tercer y ultimo dia del experimento. Entre las plantulas
que no recibieron aspersion alguna, la evapotranspiracion alcanzé volumenes de 51.4:£5.99,
55.61£8.57, 15.9+1.86 v 3 4£1.05 en los mismos dias. N

Los datos sefialan que en general las plantulas asperjadas con los extractos de papel
presentaron evapotranspiraciones menores -perc no significativas- que el testigo: hasta 3.15 g
con respecto a las piantulas tratadas con el extracto de papel Kraft, y hasta 2.85 g con respecto
a las asperjadas con el extracto de papel Bond, -durante el primero y segundo dias del
experimento, respectivamente-, pero mayores, sin significancia. desde el tercero (por 0.5 a 1.05

g ), hasta el séptimo dia del periodo experimental en que la diferencia fue de solo 0.05a203 g,

34




Sin embargo, en el octavo dia la ¢vapotranspiracidn entre las plintulas asperjadas con los
extractos de papel se diferencié del testigo por 0.2520.45 g.

A pesar de las pequefias variaciones en los volimenes de agua consumidos por los
distintos tratamientos en la primers mitad del experimento, finaknente todas las plintulas
perdieron en términos pricticos la misma cantidad de agua en los dias seis a ocho: desde
4.8+1.77 a 5.612.35, en las plantulas sin aspersion y asperjadas con ABA 10™*M, y 3.441.05 a
4.05£1.50 en las plintulas sin aspersion y asperjadas con agua deionizada (el testigo),
respectivamente; el resto de los tratamientos presentaron valores intermedios,

Por otra parte en ia misma grafica destaca el hecho de que las plintulas continuaron
perdiendo agua en volimenes mayores con tespecto al primer experimento (las soluciones
problema asperjadas en una hoja simple). De esta manera, la pérdida de agua Hevd el peso de
las macetas hasta los 257 g promedio, en contraste con el primer experimento en que el peso
minimo de las macetas se mantuvo en los 275 g promedio. Es decir, se registré una
transpiracidn media de 49.52 a 3.74 g del primeroc al Gltimo dfa del periodo de estrés hidrico.
Sin duda, aqgui es claro el efecto de las temperaturas registradas durante el desarrollo de uno y
otro experimento (minimas de 10.8 a 13.9 °C y miximas de 23.6a 31.6°C; 12.8a18.4 y 28.1
a 36.7 °C, respectivamente).

Como se menciond anteriormente, l2 proximidad entre las curvas correspondientes a los
tratamientos asi como la sobreposicidn de los intervalos del error estandar, permiten piantear
que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, a pesar de que las plantulas

recibieron la misma aplicacion en ambas hojas simples.
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Por otra parte, cabe mencionar que ¢l tratamiento con ABA presentd las pérdidas de
agua més bajas ¢n los tres primeros dfas; sin embargo y contrariamente a lo esperado, la
diferencia con relacion al resto de los tratamientos fue minima, sin significancia, y no se sostuvo

& todo lo largo del periodo de sequia.

6.1.1.1t CONTENIDO DE CI,OROFILA EN LAS PI:ANTULAS DE
FRIJOL BAJO CONDICIONES DE SEQUIA

Aspersién de los Extractos de Papel en una Hoja Simple. La grifica 3 muestra el
contenido de clorofila total para este experimento. En los tratamientos I a III, las  hojas sin
aspersién presentaron contenidos de clorofila desde 3.8310.79 a 5.4611.51 mg/gy, con un
promedio de 4.56 mg/gr; las hojas asperjadas con los extractos acuosos de papel presentaron
5.4310.87, 6.30+0.98 y 7.08+1.07 mg/g,r cn las plintulas tratadas con los cxtractos do papel
Kraft, Bond y Filtro, respectivamente.

Entre los tratamientos IV a VI, en ks hojas asperjadas con agua deionizada (el
testigo} se haflaron valores de 5.3740.50 a 7.5610.99 mg/g.s que arrojaron un promedio
6.48 mg/g; las hojas tratadas con bos extractos tuvieron 6.48+1.34, 6.90+1.26 y 8.5311.42
mg/g,. El contenido de clorofila total entre las pldntulas del tratamiento VII fue de 6.8910.75
y 6.80+0.93 mg/g;r en las hojas asperjadas con ABA. El andlisis de varianza indica que no

existen entre todos ellos diferencias significativas en el contenido de clorofila.

Aspersitn de los Extractos de Papel en Ambas Hojas Simples. En la graficad se
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Grafica 3. Clorofila total al término del periodo de sequiz. Los extractos acuosos de papel
fueron aplicadas a una sola hoja (hoja2). Promedios de dos cxperimentos independienies.
con tres repeticiones por tratamicnto t el error estdndar. s/a= hojas sin aspersion; a/d=
hajas asperjadas con agua deionizada (Testigo); Bond, Filiro, Kraft y ABA (10°M) = ho-
Jjas asperjadas con las soluciones respectivas.
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observa que las plintulas asperjadas con agua deionizada (el testigo) contenian 5.79:+0.60
mg/get de clorofila total y las plintulas sin aspersion 8.40£1.02 mg/g,.. El contenido de
clorofila en las plantulas tratadas con ABA, 7.98+1.72 mg/pyy, resulté aparentemente menor al
observado en las pldntulas sin aspersién, pero superior a cualquiera otro de los tratamientos,

En general, los tratamientos con los extractos presentaron contenidos de clorofila total
aparenternente menores a los de pléntulas sin aplicacién y asperjadas con ABA, pero similares
al del testigo.

En las pléntulas humedecidas con el extracto de papel Bond se observo el contenido
mAs bajo de clorofila (3.95+0.54 mg/g,s), seguidas por las tratadas con los extractos de papel
Kraft (5.58+1.10 mg/g) y Filtro (5.7220.77 mg/gy). Sin embargo, ¢l andlisis de varianza no

mostrd diferencias significativas entre ellos,
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Grifica 4. Clorofila total al término del periodo de sequia. Las soluciones fireron aplicadas
n ambas hojas simples. Promedio de dos experimentos independientes. con tres repeticio-
1ies por tratamicnto + el crror estindar. Bond, Filtro, Krafi y ABA (10”M) = plantulas as-
perjadas con las soluciones respectivas. Testigo= plantulas asperjadas con agua deionizada.
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6.1.2. GERMINACION

Con base en el examen de la cinética de germinacion de Lepidium sativum ilustrado en
la grafica 5, se observa que el testigo correspondiente al extracto de papel Filtro produjo
porcentajes de germinacion menores (89.2%x1.94) a las 12 h, que el de papel Kraft y Bond
(91_8ilj68% y 90.811.66%, respectivamente). A las 14 h los porcentajes de germinacion se
diferenciaron minimamente con 0.2%, v alas 16 h la diferencia fue de 0.2 a 0.5% entre el
testigo del papel Filtro y el del papel Bond y Kraft, en ese orden.

A partir de las 18 h la germinacién del testigo correspondiente al extracto de papel
Bond fue menor (96.5£1.11%) -aunque por pequeiia diferencia- que en los otros testigos
(97.2+0.95% y 98.0£0.82%, del papel Filtro y Kraft, respectivamente. Ninguno de ellos
alcanzd el 100% de germinacidn a las 24 h de incubacion; sin embargo, el testigo del
tratamiento con extracto de papel Kraft tuvo la mejor respuesta con 99.020.60%, seguido por
los testigos del extracto de papel Filtro (98.0£0.89%) v Bond (97.8+0.84%).

Con relacion a la respuesta generada por la aplicacion de los extractos, se tiene que en
las primeras 12 h de incubacidn, la germinacién en las semillas tratadas con el extracto de papel
Filtro fue menor (69.0£3.65%) con respecto a las de Bond y Kraft (88.8+1.61 y 85.512.35%,
respectivamente). La diferencia se redujo paulatinamente, hasta alcanzar 80.8+2.28, 91.0+1.59
y 91.2+1.76%, para cada uno de elios en ese orden, a las 14 h y finalizd en 97.0+0.89,
07.2+0.88 v 98.2+0.79% respectivamente, a las 24 h. Por otra parte, las semillas tratadas con
el extracto de papel Kraft mostraron los valores mas altos de germinacion de los tres
tratamientos: 95.011.39%, 97.0+1.02%, 97.8+0.91%, 98.0+082% vy 982+0.79% de

germinacion, a las 16, 18, 20, 22 y 24 h, respectivamente.
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Grifica 5. Cindtica de germinacion de Lepidium sativum. Cada punto ¢s el promedio
de ocho ensayos independicntes, con cinco repeticiones por tratamicnto, £ ¢l error ¢s
tindar. En los tratamientos, las semillas fueron humedecidas con el extracto de papel

Bond (a.}, Filtro (b.} v Kraft (¢.}. Testigo= semillas humedecidas con agua deionizada,
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En cuanto al comportamiento de cada tratamiento en comparacion con su testigo, se
observd menor porcentaje de germinacién de las semillas tratadas con el extracto de papel
Bond y su testigo, desde 88.811.61% y 50.8+1.66% a las 12 h, hasta $7.2£0.88 y 97.8+0.84%
respectivamente, a las 24 h de incubacion. Las semillas tratadas con el de papel Kraft
prescntéron germinaciones menores en relacion a su correspondiente testigo, con magnitudes
gue fluctuaron desde el 85.5£2.35% y 91.8+1.68%, respectivamente, a las 12 h, hasta el
98.2+0.79% y 99.0+0.60%, respectivamente, a las 24 h de incubacion. Finaimente las semillas
tratadas con el extracto de papel Filtro presentaron 69.0+3.65% de germinacion, magnitud
menor a su correspondiente testigo (89.221.94%), a las 12 h, y 97.0£0.85% (98.0£0.89% para
¢l testigo) a las 24 h de incubacidn.

De acuerdo al analisis de varianza aplicado a los porcentajes de germinacion observados
a las 24 h de incubacion, los valores de todos los testigos resultaron significativamente mayores
a los de las semillas tratadas con los extractos de papel. Entre estos Gitimos, la prueba de
Tukey -grafica 6- indica que el de papel Kraft presentd el mismo nivel de significancia (af) que
los testigos para los extractos de papel Bond y Filtro, pero inferior al de su propio testigo (a).
Finalmente, los tratamientos con los extractos de papel Bond y Filtro presentaron los niveles de
significancia mas bajos (& y ¢, respectivamente) de todo el conjunto. En otras palabras, los
extractos del papel Kraft, Bond y Filtro inhibieron de manera creciente y significativa, en ese

otden, la germinacion de Lepidinm.
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6.1.3 CRECIMIENTO RADICULAR

En la grafica 7 se muestra que ¢l tratamiento con el extracto de papel Bond tuvo menor
crecimiento radicular {5.87+0.39 mm) en relacion  al testigo (7.37£0.43 mm). Las radiculas
lratadas‘ con el de papel Filtro presentaron la misma respuesta (7.44:0.49 mm) que este
altimo.

Es notorio el crecimiento radicular en las semillas tratadas con el extracto de papel
Kraft ya que se registro una longitud de 10.68+0.61 mm, claramente mayor a la del testigo (en
331 mm), y que resultd inesperada pero significativamente superior al resto de los

tratamientos.
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Grifica 7. Longitud de radiculas de trigo (Triticum aestivum L. “cv., Lerma 1ojo”), en res-
pucsta a la aplicacién de los extractos de papel. Promedio de tres experimentos indcpen-
dientes, con cinco repeticiones por tratamiento + ¢l error estandar, Las letras indican los
niveles de significancia de acuerdo a la prueba de Tukey (o=0.05).




VII DISCUSION
7.1 EFECTO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE PAPEL
7.1.1 TRANSPIRACION DE LAS’PLANTULAS DE FRIJOL BAJO
CONDICIONES DE SEQUIA

Aspersién de los Extractos de Papel en una Hoja Simple. La proximidad entre las
curvas de pérdida de agua observada en la grifica 1, y mas aln el traslape de los intervalos del
error, indican claramenie que no existen diferencias significativas con respecto al volumen de
agua transpirado entre las plantulas asperjadas con los extractos de papel, bajo las condiciones
llevadas en este trabajo.

Esto resulta desconcertante si se consideran, por un lado las evidencias halladas por
Garcia (1991) y por el otro, que sélo una de las dos hojas simples fue asperjada con algin
extracto de papel o con el ABA vy que la otra no tratada supuestamente se encontraba en
condiciones normales para transpirar. Si alguno de los extractos acuosos de papel hubiera
ejercido efectos antitranspirantes como se esperaba (aunque la mitad de la superficie foliar
transpirara normalmente), entonces el comportamiento -principalmente en la velocidad de
caida-, de alguna de las curvas de evapotranspiracion hubiera sido, sin duda, significativamente
diferente.

Sin embargo, es importante sefialar que cuando el antitranspirante cubre solo una
parte de los estomas de la superficie foliar, los de la porcién no cubieria se encuentran mas
abiertos que en una hoja no tratada por quimicos formadores de peliculas (Davenport es al.,
1972); posiblemente ocurre lo mismo en el caso de los antitranspirantes inhibidores de la

apertura estomatal tales como el mismo ABA o el PMA, y ain en el caso de los extractos de
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papel. Ademas, se tienen evidencias de que el intercambio gascoso se intensifica en las
porciones no cubiertas, de manera que el abatimiento de la transpiracion producido por un
antitranspirante se ve afectado también por la razon entre la superficie foliar cubierta y la no
cubierta (Soldrova ef al., 1981).

Llama i{a atencidn e! comportamiento descrito por el tratamiento VII (una hoja simple
sin aspersion, la segunda asperjada con ABA 10°M) porque se esperaba que ahi la pérdida de
agua fuera significativamente menor. Sin embargo resultd aparentemente mayor -aunque por
una diferencia de 0.7 a 1.17 g- al volumen de evapotranspiracion del resto de los tratamientos
hasta el cuarto dia del periodo experimental, a partir del cual las fluctuaciones fueron todavia
de menor magnitud (de 0.04 a 0.63 g por debajo, y de 0.2 a 0.52 superior a ellos). El hecho
podria explicarse porque, a pesar de la adicion del surfactante no hubo penetracion estomatal
por tratarse de una solucion acuosa (Fox y Zisman, 1950; Schénherr y Bukovac, 1972), cuya
humectabilidad no fise la apropiada (Greene y Bukovac, 1974, Schreiber y Schonherr, 1992); o
bien por algin error en la preparacidn o manejo en el invernadero de la solucién de ABA. Este
uitimo puede relacionarse al efecto de las condiciones ambientales mencionado por Field y
Bishop (1988); cabe mencionar que durante el periodo experimental dominaron los dias célidos
y muy soleados.

Con relacion a la forma de las curvas descritas por todos los tratamientos es claro que el
incremento de la transpiracion se produjo mientras hubo suficiente disponibilidad de agua. En
cuanto ésta comenzd a escasear se indujo el cierre estomatal independientemente de las
soluciones aplicadas -hecho que se confirmé en las hojas asperjadas con agua deionizada, es

decir el testigo, v en las que no se aplicd ninguna sustancia -, y con él la apreciable disminucion
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de los volimenes de agua transpirados; dicha disminucién corresponde, sin duda, a la caida de
las curvas a partir del segundo dia del periodo de sequia. l.a continua reduccidn observada en
los volimenes de evapotranspiracién indican que -como normalmente ocurre- ¢l cierre
estomatal no fue completo, de tal manera que el consumo de agua por {as plantulas siguio hasta
agotarla.en ¢l sustrato, tanto en las asperjadas con los extractos de papel como en las tratadas
con ABA. El desempeiio de una sustancia con efectos antitranspirantes debe ser crucial en las
primeras 24 a 48 h siguientes al inicio de un periodo de sequia, ya que es alli donde se
produciria el ahorro de agua o, en palabras de Solarova ef af. (1981), donde podria retrasarse el
desarrollo del déficit hidrico.

Es necesario aclarar que con el presente trabajo se esperaba obtener evidencias de un
efecto antitranspirante significativo -de impacto comercial- de los extractos acuosos de papel
sobre plantas in vivo. Es decir, se esperaba un abatimiento en la transpiracién de tal magnitud
que permitiera preveer una compensacion efectiva en el ahorro de agua por el esfuerzo
econdmico que preda representar la aplicacion de los extractos en una explotacion agricola. Sin
embargo, no se observé ningin ahorro de agua o por lo menos un retraso en el desarrollo del
déficit hidrico; es evidente que se reguerira corregir y/o modificar las condicionantes de la
aplicacion de los extractos y atin de la solucién de ABA.

Vale la pena considerar, por otra parte, que la falta de respuesta hallada, a diferencia de
lo observado per Garcia (1991), pudo deberse a que el procedimiento seguido aqui: 1) no
facilitd 1a penetracién ni de los extractos ni del ABA a la camara subestomatica, y/ o 2} a que
se evitd en lo mas posible el dafio mecanico a las hojas de manera que no hubo penetracion de

los extractos directamente al interior de los tejidos foliares a través de heridas (Dybing y
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Currier, 1961) o de los margenes de un corte, como en el caso de los explantes, para que de
alli difundiera hasta los estomas. La diferencia existente entre los resultados aqui observados y
el cierre estomatal que Garcia (1991) hallé al aplicar aspersiones en plantas de maiz in vive,
pudo deberse a diversas razones adicionales:

1} en el presente trabajo se utilizaron plantulas cultivadas en condictones de invernadero
y no en camara de crecimiento; se ha demostrado que el comportamiento estomatal varia en
uno u otro caso, en razon de que las relaciones hidricas de la planta pueden ser
significativamente influenciadas por las condiciones ambientales (Davies, 1977); 2) {as hojas no
fueron sumergidas en las soluciones, de manera que nunca se ejercié una presion externa que
favoreciera la entrada de la solucion a través del poro estomatal (Dybing y Currier, 1961); 3)
el nimero de estomas en la superficie adaxial del fifiol. un promedio de 51.35 estomas/mm?
(Sevilla, 1983), es menor que en el maiz, la especie utilizada por Garcia; 4) la forma,
composicion y disposicion de los estomas varia en unz y otra especie, todo lo cual podria
implicar diferencias en la penetracion de liquidos por via estomatal, 5) la naturaleza y
composicion de la cuticula y de la cera epicuticular (alcoholes primarios en el maiz, Stevens ef
al., 1988), asi como de las condiciones ambientales que influyen en la tasa de penetracion
cuticular (Field y Bishop, 1988}, al igual que el grosor de ia cuticula son distintos en una y otra
especie, lo cual también implica diferencias en la penetracion de liquidos a través de la
epidermis (Field y Bishop, 1988, Stock et al, 1993, Schonherr y Bukovac, 1972); 6) hay
diferencias entre ambas especies en cuanto a la densidad v otras caracteristicas de los tricomas
-una de las rutas preferenciales de la penetracion de quimicos (Dybing y Currier, 1961)-

existentes en sus superficies foliares; Flores ¢f @/ (1977) reportan que la superficie adaxial del
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frijol es menos pilosa que el envés y exhibe menor variedad de tricomas. Los tricomas tienen
una profunda influencia en Ia formacion, repulsién y localizacién del agua superficial. A mayor
densidad de tricomas, menor retencién de la humedad y menor humectabilidad de la superficie
(Brewer y Smith, 1997);  7) una dicotiledénea, como el frijol, responde fisiolégicamente al
déficit hidrico -en forma global y en particular del aparato estomético- de manera distinta a
una monocotiledénea, como el maiz; un estrés hidrico moderado incrementa por 3 o 4 veces el
contenido de ABA en ¢l xilema de Phaseolus vulgaris comparado con el awnento por 20, 36 o
50 veces en maiz (Trejo y Davies, 1991). En este iltimo caso, el aparato estomatal podria ser
mucho mds sensiblc a la aplicacién de una sustancia con efectos antitranspirantes (Hounam,
1975}, por lo menos bajo las condiciones de camara de crecimiento que utilizé Garcia (1991},
puesto que las diferentes respuestas emire especies y cultivares a la aplicacién de
antitranspirantes, depende también de su sensibilidad a los cambios en la conductancia de la
epidermis (Solarova et al., 1981). Por otra parte, Stevens er al. (1988) afirman que no se
pueden extrapolar los resultados obtenidos en una especie, a otra.

8) También es posible plantear que la ausencia de una respuesta significativa en los
tratamientos con los extractos acuosos de papel probados en el presente trabajo, se debié a que
el surfactante y/o la proporcién en que se aplicé pudo(pudieron) no ser ei(los) conveniente(s),
puesto que la penetracion estomatal es una funcién muy importante del surfactante utilizado
(Dybing y Currier, 1961; Stock y Holloway, 1993).

Cube sefialar que o pesar de que la aspersion de los extrclos adicionados con Tween
80 formé gotas muy pequefias sobre Ia superficie foliar, quedando en aparencia uniformemente

humedecida, ello no necesariamente es condicién suficiente para propiciar su penetracidn a
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través de los estomas (Greene v Bukovac, 1974; Schanherr y Bukovac, 1972) y/o también de
la cuticula (Field y Bishop, 1988). Hasta hoy la penetracién via estomas se consigue
vnicamente con la adicién de surfactantes altamente activos como los organosilicones (Stock y
HoHoway, 1993). Debe considerarse como posible que ademds de que el surfactante no
favorecio la penetracién estomatal, pudo tener efectos fitotdxicos (Parr y Norman, 1965; Caux
er al., 1992) los cuales resultan dificiles de distinguir porque quedan enmascarados por los
sintomas del estrés hidrico.

Finalmente, no podria pasarse por alto que los extractos acuosos de papel sean de
naturaleza termo o fotoldbil, de tal manera que pierdan sus propiedades antitranspirantes al
aplicarse a las plintulas bajo condiciones de invernadero (Larqué-Saavedra, comunicacion
personal), a pesar de que s6lo queden expuestas a los rayos solares y relativamente altas
temperaturas -las registradas en el interior del invernadero entre 9:30 y 11.00 a.m., que es el
horario en que se aplicaron las soluciones- por un muy breve lapso de tiempo (1 a 2 min,
como méximo mientras se mezclaban con el Tween 80) antes de aplicarlos.

Por otra parte, para reducir las pérdidas por volatilizacién o fotodegradacion -o las
debidas al lavado por lluvia en el caso de las aplicaciones al aire libre-, de un agroquimico
aplicado a las hojas, es importante que sea ripidemente absorbido (Stevens er al., 1988; Stock
et al. 1993). La mfiltracion via estomas ocurre Unicamente mientras los depositos del
agroquimico aplicado permanezcan liquidos (Stevens er al., 1991).

Aspersién de los Extractos de Papel en Ambas Hojas Simples, Pueden hacerse en
general los mismos planteamientos que en el caso anterior, puesto que el comporiamiento de

las curvas es semejante. Sin embargo, aqui se observd una pérdida de agua menor -6.2, 89y
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9.5 g con respecto a las planwlas tratadas con el extracto de papel Kraft, Filtro y Bond,
respectivamente- en el tratamiento con la solucién de ABA durante el primer dia del periodo
de déficit hidrico, 1a cual no representd mayor ventaja pues las plantulas evapotranspiraron al
final de dicho periodo la misma cantidad de agua que el resto de los tratamientos.

Con todo, la curva descrita por las plantulas asperjadas con ABA también es atipica en
este experimento, de lo cual se deduce que la solucidn no penetré a las camaras subestomaticas
o bien, o que pudo haber error en la preparacion o manejo de la solucion.

Por otra parte, llama la atencién que la evapotranspiracion de los tratamientos con los
extractos de papel haya sido aparentemente menor (en promedio de 50.55 y 53.93 g/dia en el
primero y segundo dia del periodo de sequia, respectivamente) que en las plantulas sin
aspersion (51.4£5.99 g y 55.628.57 g) v que en el testigo, es decir, las asperjadas con agua
deionizada (51.7£5.82 y 56.128.68 g, en el primerc y segundo dia, respectivamente). No
obstante las diferencias halladas en el consumo de agua en esos dias, parecieron no tener un
impacto mayor puesto que todos los tratamientos concluyeron el periodo experimental
transpirando la misma cantidad de agua.

Por otra parte, las altas temperaturas registradas en el interior del invernadero (minimas
de 12.8 a 18.4 °C y mé&ximas de 28.1 2 36.7 °C) con el avance de ia estacién de crecimiento,
explican fa excesiva pérdida de agua que llevd a las macetas de todos los tratamentos a pesos

de 257 g, en un periodo de tiempo mas corto,
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7.1.1.1 CONTENIDO DE CLOROFILA EN LAS PL’/'\NTULAS DE
FRIJOL BAJO CONDICIONES DE SEQUIA

Aspersion de los Extractos en una Heoja Simple. El promedio de los contenidos de
clorofila entre los tratamientos, muestra que aparentemente las hojas asperjadas con el extracto
de papel Filtro presentaron el mayor valor (7.81 mg/g,), seguido por las tratadas con la
solucion de ABA (6.80 mg/g,p), el testigo, es decir, las hojas asperjadas con agua deionizada
(6.48 mg/g, en promedio), con los extractos de papel Bond (6.39 mg/g,) y Kraft (6.17
mg/g.), y finalmente por las que no recibieron ninguna aspersion (5.14 mg/g,). Sin embargo,
el andlisis de varianza indica que no hubo diferencias significativas de los tratamientos. Esto
confirma entonces que las plantulas resultaron afectadas de la misma forma por el estrés

hidrico, independientemente de la solucidn con la que fueron asperjadas.

Aspersion de los Extractos en Ambas Hojas Simples. En este caso también se
encontraron diferencias aparentes en el contenido de clorofila, pero las hojas sin aplicaciéon
presentaron 8.40+1.02 mg/g,, ¢l mayor valor, segutdas por ias asperjadas con la solucion de
ABA (7.98+1.72 mg/gy), con el agua deionizada, es decir el testigo (5.7910.60mg/g,), asi
como los extractos de papel Fiitro (5.72+0.77 mg/g,), Kraft (5.58+1.10 mg/g, y Bond
(3.9540.54 mg/gy), repitiendo las tendencias observadas en el primer experimenio y no
obstante ias inconsistencias halladas en los tratamientos sin aspersion y ABA. El andlisis de
varianza, sin embargo, indica que no existen diferencias significativas entre los tratameentos; es
decir, en uno y otro caso las plantulas fueron afectadas de la misma forma por el estrés hidrico

y a pesar de las soluciones que se les aplicaron.




Por otra parte los menores contenidos de clorofila -no significativos- encontrados entre
los tratamientos de este experimento pudieron deberse a la rapida e intensa pérdida de agua,
por causa de las altas temperaturas registradas en el invernadero, que a su vez generaron
posiblemente una mayor.degradacién de los cloroplastos y consecuentemente, de la clorofila,
El daﬁo. provocado por el estrés hidrico sobre estos organelos basicamente consiste en la
formacion de vesiculas en el citoplasma de células de la vaina de maiz e hinchamiento de la
membrana exterior de los cloroplastos a -13.5 bars; a -19 bars se intensifica el hinchamiento, se
degrada la estructura y finalmente, se produce la tuptura de los cloroplastos (Giles er al.,

1974).




7.1.2 GERMINACION

Los bajos valores hallados en el testigo del extracto de papel Filtro hasta las 16 h, asi
como en el de éste y del papel Bond a partir de las 18 h, pueden explicarse dnicamente por
efecto del pH. En el primer caso, los bajos porcentajes de germinacion pudieron deberse a que
el pH interfiere con las etapas iniciales del proceso, mientras que en el segundo caso, interfiere
en etapas avanzadas, o bien a que el efecto del pH durante todo el proceso es el mismo pero la
respuesta de las semillas en el tiempo es distinta.

La diferencia observada entre los porcentajes de germinacion del extracto de papel
Filtro y su correspondiente testigo, aunque disminuyen paulatinamente con el paso del tiempo
(69.043.65 y 89.2t1.94% a las 12 h, 97.0:0.89 v 98.010.89% a las 24 h de incubacion,
respectivamente), fueron superiores que en el caso de los otros dos tratamientos. Hasta las 16
h también se hallo una mayor diferencia entre los percentajes de germinacion del extracto de
papel Kraft y su testigo (95.0£1.39 y 96,521.05%, respectivamente), comparado con el caso
del extracto de papel Bond, la cual se redujo -con algunas fluctuaciones-, a partir de las 18 h
(97.0x1.02 y 98.010.82%).

La diferencia entre los extractos y sus testigos sugiere claramente que el pH de aquéllos,
y en especial el del papel Filtro, es solo una de las propiedades que abate la germinacion en
Lepidium. Es decir, posiblernente poseen uno o méas componentes inhibidores del proceso, de
efectos sinérgicos o adicionales al del pH, v que pueden ser de tipo mineral por tratarse de las
sustancias mas importantes, en nimero y cantidad, utilizadas en la elaboracién y acabado del

papel {Graf, 1934; Guzman, 1939; Carpy, 1941; Montafio, 1963, Garcia, 1995, CONCAMIN,




1995). Aunque no se podria descartar la presencia de ABA en los extractos, ya que ¢l
bioensayo en si esta disefiado para detectar la presencia de ese inhibidor vegetal.

En lo que al desempeiio de los extractos sc refiere, se observd que desde las 12 h de
incubacion el extracte de papel Filtro produjo gran efecto en la germinacidn (9.9% menor al de
los otros; dos, en promedio de las 12 a las 24 h de mcubacién), aungue la magnitud del mismo
se redujo paulatinamente hasta llegar al 97.0 +0.89%, inferior a Ia respuesta del tratamiento
con el extracto de papel Kraft (98.210.79 %), alas 24 h.

A partir de las 14 h se encuentra en las semillas tratadas con el extracto de papel Kraft
un aparcnte ¢ importante incremento en la germinacion (que la lleva hasta el 91.2+1.76%
comparado con el 85.5+2.35% a las 12 h), superior al de los otros dos tratamientos en 5.3 a
1.1% en promedio, este Gltimo a las 24 h. En otras palabras, este extracto resulté el mas
inocuo para el proceso de germinacidn en Lepidium dentro de un perfodo de 24 h de
incubacién,

De los tres tratamientos probados, el del papel Bond produjo efectos que pueden
considerarse intermedios, no obstante que al término del periodo experimental rindio
pricticamente el mismo porcentaje de germinacién que el de papel Filtro (97.2+0.88 y
97.040.89%, respectivamente).

Con base en el resultado del andlisis de varianza y de la prueba de Tukey se concluye
que todos los tratamientos dieron un porcentaje de germinacién menor (5) gue los testigos (a)
y entre aquéllos, el abatimicnto se intensifict en ¢l tratamiento con EAP-Kraft (ab), EAP-Bond

(b) y EAP-Filtro {c), en ese orden,
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Por los efectos hallados en esta semilla, podria plantearse que los extractos contienen
una o vanas sustancias, muy posiblemente de naturaleza mineral -por ejemplo residuos de
bianqueadores como el permanganato de potasio, de peroxido, de Na,SOs, de las breas o
alumbre (CONCAMIN, 1995)-, que disminuyen la germinacion ya sea por inhibicion directa o
por alteracion del proceso. Es muy aventurado plantear que este efecto se deba a la presencia
de ABA en los extractos acuosos -aunque no podriz descartarse de manera tajante la presencia
del inhibidor-, particularmente si se considera dificil que una sustancia labil como ésta pueda
persistir al proceso quimico de la elaboracion de celulosa (CONCAMIN, 1995) y/o a la accion

de los blanqueadores usados en la preparacion def papel Bond v Filtro.




7.1.3 CRECIMIENTO RADICULAR

La grafica 7 muestra claramente que el extracto de papel Filtro no tuvo efecto sobre la
longitud de la radicula, ya que presentd un promedio (7.4410.49 mm) semejante al det testigo
(7.37&0:43 mm), en tanto que el de papel Bond produjo una importante reduccién -no
significativa- sobre su crecimiento, pues generé en promedio radiculas de 5.87+0.39 mm. En
contraste con lo anterior, el extracto de papel Kraft parecié haber estimulado el crecimiento
radicular ya que produjo  radiculas de 10.68:0.61 mm en promedio, superiores
estadisticamente al testigo y a los demas tratamientos.

Por cierto, resultd sorprendente la respuesta de las radiculas para el tratamiento con
extracto de papel Kraft, particularmente al comparar con el efecto producido por los demas
extractos. En consecuencia, s1 no se encontrd inhibicidn del crecimiento radicular en esta
especie, entonces se puede afirmar que en los extractos de papel no hay ABA o un sucedéneo.

Por otra parte, si se toman en cuenta las condiciones quimicas del procesamiento de la
celulosa, parece inconsistente sugerir 1a existencia de algan fitorregulador -estimulante del
crecimiento radicular- en el extracto del papel Kraft. Pero si se plantearia que de entre los
muchos minerales utilizados en la elaboracion y acabado del papel, algunos de los remanentes
-sulfatos, cloruros, dxidos de Fe, Al y K (Carpy, 1941), azufre, sales de calcio, magnesio o
manganeso (Guzmén, 1939), u otros- pasaron a formar parte de este extracto y fueron
aprovechados por las radiculas en crecimiento. Cabe recordar que €l papel Kraft no es sometido

a un proceso de blanqueado.
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En lo referente al papel Filtro, se supone que los fabricantes se interesan en obtener un
producte "neutro" -es decir, quimicamente inerte-, para uso en laboratorios. Aunque las
evidencias logradas por Garcia (1991) demuestran que esto no se consigue al 100%, si podria
esperarse un producto con el minimo de residuos. Esto es posiblemente la razon de que en el
tratamiento con el extracto de papel Filtro el crecimiento radicular presentd practicamente la

misma respuesta que el testigo.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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VIII CONCLUSIONES
1. Los extractos de papel no redujeron la transpiracion de las ptantulas de fiijol, pero
2. inhibieron la germinacién de semillas de Lepidium sativam, en el siguiente orden de
magnitu&: Extracto de Papel Filtro > Extracto de Papel Bond > Extracto de Papel Krafi. El
retraso observado en la germinacion pudo deberse a la presencia de algin residuo quimico
(posiblemente de naturaleza minerat) en los extractos, de naturaleza diferente al ABA.
3. El extracto de papel Kraft estimulé significativamente el crecimiento radicular de

trigo cv. “Lerma rojo™; los de papel Bond y Filtro no lo afectaron.
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