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RESUMEN

El déficit hidrico como un elemento generador de estrés, es uno de los
principales factores abioticos que limitan el crecimiento y la productividad
vegetal. El desarrollo de las plantas en condiciones de sequia puede variar
entre especies de un mismo género, debido a que éstas pueden manifestar
distintas respuestas ante dichas condiciones, aun cuando coexistan en el
mismo habitat. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la anatomia caulinar y
de la lamina foliar en Centrosema macrocarpum y C. molle sometidas a déficit
hidrico, asociando cambios estructurales con algunos procesos fisioldgicos que
incrementen su tolerancia a la sequia. El muestreo se efectu6 en 16 parcelas
gue se encontraban establecidas en un disefio de bloques al azar con cuatro
repeticiones, ocho parcelas para cada especie, las cuales fueron sometidas a
dos tratamientos, con riego y sin riego. Se tomaron muestras de hojay talloy se
preservaron en FAA. Se prepararon laminas con cortes transversales,
macerados totales y parciales. Todas las preparaciones se estudiaron bajo un
microscopio optico calibrado, equipado con un ocular micrométrico, que se uso
para la estimacion de las variables anatomicas cuantitativas. La informacion
generada fue relacionada con datos de contenido relativo de agua, potencial
hidrico, area foliar especifica y conductividad hidraulica teérica obtenidos
previamente en el caso de las tres primeras variables, y del calculo de la ultima,
usando la férmula propuesta en la literatura. El déficit hidrico produjo cambios
en la anatomia foliar, siendo significativas el grosor de la epidermis adaxial y del
parénquima esponjoso, y la densidad de tricomas en la epidermis abaxial de C.
macrocarpum Yy, solo la densidad de estomas de la epidermis adaxial de C.
molle. El estudio caulinar C. molle y C. macrocarpum mostré modificaciones
anatémicas en los elementos del vaso, los cuales disminuyeron su diametro y
longitud, aumentaron su densidad y mostraron tendencia a agruparse Yy a
modificar los engrosamientos a nivel de sus paredes celulares para mejorar la
conduccion de agua. ElI comportamiento de estas especies, permite confirmar
su relativa resistencia al estrés, mediante la combinacién de mecanismos de

evasion y tolerancia.

Palabras Claves: Centrosema, déficit hidrico, anatomia, tallo y lamina foliar.



ABSTRACT

Water deficit as a stress-generating element is one of the main abiotic factors
limiting plant growth and productivity. The development of plants under drought
conditions can vary between species of the same genus, because they can
manifest different responses to these conditions, even when they coexist in the
same habitat. The objective of this work was to study the caulinar and foliar
anatomy of Centrosema macrocarpum and C. molle submitted to water deficit,
associating structural changes with some physiological processes that increase
their tolerance to drought. Sampling was carried out in 16 plots that were
established in a randomized block design with four replications, eight plots for
each species, which were submitted to two treatments, with irrigation and
without irrigation. Samples of leaf and stem were taken and preserved in FAA.
Sheets were prepared with cross sections, total and partial macerated. All
preparations were studied under a calibrated optical microscope, equipped with
a micrometric eyepiece, which was used for the estimation of quantitative
anatomical variables. The information generated was related to data of relative
water content, water potential, specific leaf area and theoretical hydraulic
conductivity previously obtained in the case of the first three variables, and the
calculation of the last one, using the formula proposed in the literature. The
water deficit produced changes in the leaf anatomy, with the thickness of the
adaxial epidermis and the spongy parenchyma, and the density of trichomes in
the abaxial epidermis of C. macrocarpum and only the stomata of the adaxial
epidermis of C. Molle. The study of C. molle and C. macrocarpum showed
anatomical modifications in the elements of the vessel, which diminished its
diameter and length, increased its density and showed a tendency to group and
modify the thickenings at the level of its cellular walls to improve the conduction
of Water. The behavior of these species, confirms their relative resistance to

stress, through the combination of evasion and tolerance mechanisms.

Key Words: Centrosema, water stress, legumes, anatomy, stem, foliar leaf.
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INTRODUCCION

La importancia de las leguminosas forrajeras se manifiesta cada vez mas, no solo
en su capacidad para mejorar la produccién animal, sino también en el gran
potencial que tienen para contribuir a la sostenibilidad de los sistemas integrados
de produccién agropecuaria (Schultze-Kraft et al., 1997). Estas plantas ofrecen
singulares ventajas, debido, entre otras cosas, a su capacidad de fijacion de
nitrégeno, a su aporte de materia seca de buena calidad y a su oferta de material
vegetal en la época critica (Luzardo, 1986).

Algunas especies de Centrosema (DC.) Benth. han alcanzado en distinto grado,
importancia economica en las regiones tropicales, donde son utilizadas como
leguminosas forrajeras en pasturas o como cultivos de cobertura en plantaciones
arboreas. El valor nutritivo de las especies de Centrosema es tan alto como el de
otras leguminosas forrajeras tropicales de importancia economica, ofreciendo al
ganado un forraje de alta calidad, ademas de ayudar en la prevencién de la
erosion, el control de malezas y al aumento de la fertilidad del suelo. Dicho
género, incluye especies con adaptacion potencial a diversos habitats como las
regiones tropicales secas, zonas de gran altitud, condiciones de mal drenaje o
inundacién estacional y a los suelos acidos de poca fertilidad (Schultze-Kraft et al.,
1997).

Las plantas en general, estan influenciadas por el microclima, pudiendo adaptarse
a diferentes temperaturas, radiacion, disponibilidad de agua, entre otros factores
(Roth, 1976). Las mismas pueden ajustarse a lo largo de su ciclo de vida a
situaciones adversas para su desarrollo, lo que se conoce como estrés. La
comprension de los procesos fisiolégicos, asi como de los mecanismos de
adaptacién y aclimatacion de las plantas a un estrés ambiental son de gran
importancia tanto para la agricultura como para el medio ambiente (Lincoln &
Zeiger, 2006). El déficit hidrico como un elemento generador de estrés, es uno de
los principales factores abidticos que limitan el crecimiento y la productividad
vegetal (Wullschleger et al., 2002). El desarrollo de las plantas en condiciones de

déficit hidrico puede variar entre especies de un mismo género, debido a que
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éstas pueden manifestar distintas respuestas fisioldgicas ante dichas condiciones,
aun cuando coexistan en el mismo habitat (Colombo et al., 2007).

Se considera a la sequia como un evento ambiental y meteoroldgico, y se define
como la ausencia de lluvia durante un tiempo suficientemente largo como para

causar carencia de humedad en el suelo y dafio en las plantas (Kramer, 1980).

Los ecosistemas de sabana en el pais presentan dos periodos climéticos bien
marcados, que son lluvias y sequia. En los llanos venezolanos, tradicionalmente
utilizados para la producciéon animal, la temporada de sequia tiene como principal
caracteristica la baja disponibilidad de recursos forrajeros tanto en cantidad como
en calidad. Adicionalmente, se presentan fuertes limitantes edaficas como son: la
baja fertilidad, altas temperaturas y acidez. Esta situacion, puede ser compensada
con la introduccién de leguminosas forrajeras, que tengan buena adaptacion a
periodos de sequia, y que ademas pueden aumentar tanto el contenido de materia
organica en el suelo, como de nitrégeno en el pastizal, a través de la fijacion
biologica (Tam, 2006).

La sequia puede manifestarse en periodos cortos o extensos, induciendo cambios
fisiol6égicos y morfo-anatomicos en las plantas. Dichos cambios permiten mantener
la productividad y/o supervivencia a mediano y largo plazo (Kramer, 1980; Ludlow,
1989; Chaves et al.,, 2003). El grado de severidad y duracion del periodo de
estrés, conlleva a un ajuste o control en el tiempo de la secuencia de eventos que
traducen la respuesta bioguimica en respuestas de crecimiento, morfolégicas y

fisiol6gicas (Ascencio, 2005).

Como respuesta al estrés hidrico se detiene el desarrollo de la planta, hay
marchitamiento de las hojas, reduccion del potencial hidrico, de la conductancia
estomatica y de la asimilacion de CO;, (Vélez et al., 2012). Se sefala que en las
plantas sometidas a déficit hidrico se puede presentar un aumento en el grosor de
la cuticula, en la densidad de tricomas y una reduccién en el tamafio de las hojas
(Lindorf et al., 1991). Ademas, se seflala que tejidos expuestos a baja

disponibilidad de agua muestran generalmente una reduccion en el tamafio de las
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células, incremento del tejido vascular y del grosor de las paredes celulares
(Guerfel et al., 2009). Ante condiciones de estrés hidrico severo, los citricos
especificamente naranjo y tangor, desarrollaron mecanismos de “ajuste elastico”;
esto Ultimo, consiste en el aumento de la elasticidad de las paredes celulares con
el objeto de mantener la turgencia celular, lo que facilita al igual que en el ajuste
osmodtico, la continuidad de procesos esenciales como la utilizacion de nutrientes y
asimilados (Huang et al., 2000), la fotosintesis y por lo tanto el crecimiento en
general (Savé et al., 1995).

La tolerancia a la sequia esta determinada, en parte, por factores relacionados con
la conduccion de agua en el interior de la planta (Tyree & Zimmermann, 2002). En
condiciones de déficit hidrico fuerte se han encontrado modificaciones de la
conductividad hidraulica no solo en el tallo sino también en la raiz (Peterlunger et
al., 2000). En tales casos, la restriccion al paso de agua puede producirse por
reduccion del diametro de los vasos del xilema para evitar la cavitacion (Salleo et
al., 1985).

El comportamiento de Centrosema ante condiciones de déficit hidrico no ha
recibido suficiente atencion, por lo que la informacion relacionada con las
respuestas de este género a las condiciones de limitacion del agua es
relativamente escasa en la literatura. Sin embargo, se pueden mencionar los
trabajos realizados por Ludlow et al. (1983), Fisher & Ludlow (1984), Clements
(1990), Molina et al. (2009), Guenni et al. (2006) y Guenni et al. (2007), cuya

informaciodn se muestra mas adelante.

Este trabajo pretende aportar informacion sobre la respuesta integral ante la
sequia de dos especies importantes de Centrosema, asociando la anatomia
caulinar y de la lamina foliar con algunas variables fisioldgicas vinculadas al estrés
hidrico. La informacion aportada en el presente estudio podria ser util para un
manejo agrondémico adecuado, y en el establecimiento de programas de
mejoramiento genético; favoreciendo asi, el uso mas eficiente de estas
leguminosas como plantas forrajeras, buscando incrementar su productividad,

particularmente bajo condiciones de humedad limitante.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la anatomia caulinar y de la lamina foliar en Centrosema macrocarpum y
C. molle cuando son sometidas a déficit hidrico, de manera de asociar cambios
estructurales con algunos procesos fisiolégicos que incrementen su tolerancia a la

sequia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Describir la anatomia caulinar y de la lamina foliar de dos especies de

Centrosema sometidas a condiciones de déficit hidrico.

v' Comparar la anatomia de la lamina foliar y caulinar de las dos especies de

Centrosema sometidas a déficit hidrico.

v Relacionar las caracteristicas de la anatomia caulinar y foliar de dos
especies de Centrosema influenciadas por el déficit hidrico con variables

ecofisiolégicas asociadas con tolerancia a la sequia.



REVISION DE LITERATURA

1. GENERALIDADES SOBRE EL GENERO CENTROSEMA

1.1. Taxonomia

Centrosema es un género constituido por 97 especies, perteneciente a la familia
Fabaceae, orden Fabales. Este género es un miembro de la tribu Phaseoleae, una
de las mas grandes de las leguminosas y de las que posee mayor diversidad. Sus
especies crecen en las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo, pero
esta mejor representado en el continente Americano (Williams & Clements, 1997).
A continuacién, se describen en detalle las dos especies de Centrosema a utilizar

en este estudio.

1.2. Caracteristicas botanicas

Centrosema molle (Fantz, 2001):

Hierba perenne, trepadora voluble. Tallos: Delgados, un poco angulares,
escasamente pilosos. Hojas: Trifoliadas, con foliolos ovado-elipticos, elipticos a
eliptico-oblongos, de 3,5 a 10 cm de largo por 1,5 a 5,5 cm de ancho, apice
ampliamente agudo a cortamente acuminado, base redondeada, tomentoso-
pilosos con pelos delgados a casi sin ellos en el envés, peciolulos de 2 a 3 mm de
largo, estipelas de 2 a 4 mm de largo; peciolos de 2,5 a 5 cm de largo, estipulas

de 2 a 3 mm de largo. Inflorescencias: Axilares, solitarias, hasta de 7 cm de largo,

con pocas flores. Flores: 2 a 3,5 cm de largo; tubo del céliz de 3 a 5 mm de largo,
con escasos pelos, los dientes superiores y laterales de 2 a 4 mm de largo, los
dorsales fusionados por abajo, el ventral de 5 a 9 mm de largo, conspicuamente
proyectado hacia los lados de las bractéolas; estandarte sericeo por fuera, blanco
con nervios purpureos, amarillento opaco cuando marchito, alas cerca de 20 a 22
mm de largo con la ufia de 4 a 6 mm de largo, auriculas de 2,5 a 3 mm de largo,
quilla de 20 a 22 mm de largo con la ufia de 4 a 6 mm de largo; tubo de los
estambres de 26 a 29 mm de largo, filamentos libres de 3 a 5 mm de largo, el
estambre vexilar (1 estambre casi libre del tubo) fusionado basalmente, de 5 a 7

mm de largo. Frutos y semillas: Fruto una legumbre, de 10 a 13,5 cm de largo por




6 a 7 mm de ancho, casi sin pelos, café-purpureo; semillas en forma de rifién, de 3

a 3,5 mm de largo por 4 mm de ancho, café oscuro con motas negras irregulares.

Centrosema macrocarpum (Schultze-Kraft & Belalcazar, 1995):

Bejuco herbaceo. Tallos: Herbaceos a lefiosos, ligeramente angulosos, 2-15mm
de diametro, con pubescencia sericea abundante en los tallos jovenes. Hojas:
Trifoliadas, con foliolos oblongo-elipticos, de 5,5 a 17,1 cm de largo por 2,2 a 9,5
cm de ancho, apice acuminado a cuspidado, base obtusa a redondeada, margen
entero; pecidlulos de 3-7 mm de largo, densamente sericeo-pubescentes.

Inflorescencias: Axilares, en racimos compuestos. Flores: Caliz subcoriaceo,

gamosépalo, campanulado, viscoso-piloso, 10 mm de largo y 5 mm de ancho.
Corola grande, morada-violacea, con vértice amarillo-verdoso, estandarte vistoso
blanco-agrisado, 3-4 cm de largo y 2,4 cm de ancho, glabro en la cara interna,
sericeo-pubescente en la cara externa; espoldn bien definido, agudo-conoide; alas
rodeando lateralmente la quilla, sericeas-pubescentes en su base; quilla
encerrando los 6rganos reproductivos, sericea-pubescente y viscosa en la cara
externa. Tubo estaminal membranoso, 4 cm de largo, cubriendo el gineceo;
filamento vexilar libre 2-2,8 cm de largo, glabro; anteras dorsifijas, aplanadas,
elipticas a redondeadas. Estilo y estigma membranaceos de 4 cm de largo; estilo
filiforme, densamente sericeo-piloso hasta cerca del estigma; estigma espatulado,

2 mm de ancho. Frutos y semillas: Fruto una legumbre lineal a falcada, aplanada,

de 16 a 35 cm de largo por 9 a 12 mm de ancho, subglabra; semillas separadas
por septas, ablongo-ovoides, aplanadas, 9-11 mm de largo, 5-6 mm de ancho,

amarillas con lineas irregulares, moradas.

1.3. Origen, distribucién y potencial agronémico

Centrosema es originario de América y Africa. Centrosema macrocarpum, se
distribuye entre latitudes de 19° Sy 19° N y es particularmente frecuente desde el
norte de Brasil, Venezuela, Colombia y todos los paises de América Central hasta
el norte de México, pero también ha sido introducida en paises tropicales de otros
continentes; crece en ambientes subhimedos, en bordes de bosques de galeria,

en ecosistemas de sabana. Por otra parte, C. molle se encuentra frecuentemente



en el norte de América del Sur, en América Central y en el Caribe, crece en zonas
de alta precipitacidén, también puede encontrarse en ambientes secos (Schultze-
Kraft et al.,, 1997); es importante destacar que esta especie se consideraba
anteriormente como C. pubescens, nombre que actualmente forma parte de la
sinonimia (Schultze-Kraft, 2003). En Venezuela, ambas especies estan
distribuidas en gran parte del territorio nacional, C. macrocarpum ha sido
reportada en 18 estados y C. molle en 21 estados (Barreto, 1986; Molina et al.,
20009).

Para evaluar el potencial agronémico de una leguminosa forrajera se deben
considerar algunas caracteristicas importantes como: produccion de materia seca,
potencial de produccion de semilla, tolerancia a estrés bidtico y abidtico,
comportamiento durante la estacion seca, valor nutritivo, entre otros. C.
macrocarpum tiene un potencial agrondmico alto. Esta especie se considera
promisoria para una amplia variedad de condiciones ecoldgicas en las zonas
tropicales. Su crecimiento vigoroso y comportamiento excelente durante la
estacion seca, su alto valor nutritivo y su tolerancia a enfermedades se consideran
caracteristicas especialmente valiosas. Las principales limitantes son la escasez
de floracion y formacion de semilla en algunas localidades y una falta de
persistencia bajo pastoreo. C. molle tiene un potencial agronémico intermedio. Se
considera, en general, intolerante a suelos acidos, muestra susceptibilidad a las
enfermedades, especialmente a la mancha foliar de Cercospora y a la antracnosis
(Schultze-Kraft et al., 1997).

1.4. Valor nutritivo en la alimentacion animal

Existe una variacion en la calidad del forraje, tanto entre las especies de
Centrosema como dentro de ellas, en su contenido de proteina, digestibilidad y
palatabilidad. Al parecer estas especies no contienen componentes que como los
taninos, limiten la calidad del forraje a niveles que reduzcan significativamente la
digestibilidad o que afecten la aceptabilidad de la planta por el animal. C. molle
tiene generalmente un alto contenido de proteina cruda (17 a 25%), pero su

digestibilidad es intermedia (50 a 55%). En cuanto a C. macrocarpum, tiene altos



niveles de proteina (30%) y una alta digestibilidad (66%) especialmente cuando se
compara con leguminosas que contienen taninos (Schultze-Kraft et al., 1997).

2. RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL DEFICIT HIDRICO

Las plantas estan sometidas durante su ciclo de vida a factores estresantes del
medio ambiente, impuestos por otros organismos VivosS O por un exceso 0 un
déficit en el ambiente fisico o quimico. Entre los factores abi6ticos estan excesos
o déficits de agua, altas o bajas temperaturas, salinidad del suelo, suplencia
inadecuada de nutrimentos minerales y demasiada o muy poca luz. La tolerancia o
la sensibilidad al estrés va a depender de la especie, del genotipo y del estado de
desarrollo de la planta (Buchanan et al., 2000).

Las respuestas de las plantas al ambiente son muy diversas y tienen lugar a nivel
molecular, celular, morfolégico y fisiologico; las mismas son controladas por

procesos de sefalizacion y regularizacion complejos (Ascencio, 2005).

La plasticidad fenotipica es una de las expresiones mas comunes de reaccion de
la planta ante un estrés (especialmente abidtico), y se produce como resultado de
una interaccion entre la parte aérea (vastago) y las raices mediante un complicado
sistema de transmision de sefiales enddgenas (Ascencio, 2005). Asimismo, se ha
indicado que es la capacidad de una especie de producir fenotipos diferentes en
respuesta a cambios en el ambiente. Si bien la plasticidad fenotipica puede
simplemente describir cambios morfolégicos y fisiologicos de los individuos,
resulta de mayor interés estudiar el valor adaptativo potencial de dichos cambios,
ya que es un fendmeno que se da en una escala ecoldgica y sus consecuencias a
este nivel son evidentes, como el aumento de la tolerancia a habitats extremos
(Gianoli, 2004).

Los diferentes tipos de estrés abibtico, generan un amplio rango de respuestas en
las plantas que van desde alteraciones en la expresion genética y metabolismo
celular hasta cambios en el crecimiento y desarrollo. Existe una gran variedad de
factores que determinan la forma en la que las plantas responden al estrés

abiotico, entre ellas el genotipo y las condiciones en las que se produce el
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crecimiento y desarrollo de las mismas; la respuesta en ellas esta determinada por
la severidad y la duracion del factor estresante, el nUmero de veces de exposicion
al factor y la fase de crecimiento de la planta en la cual se presenta el estrés
(Ascencio, 2005).

La falta de agua o déficit hidrico en el suelo constituye un factor de estrés que
actla sobre las plantas, produciendo tres tipos de respuesta: aquellas que no
enfrentan la sequia (mecanismos de escape), las que evitan o previenen la tensién
(mecanismo de evasion) y las que soportan o resisten el estrés (mecanismos de
tolerancia). En las plantas, las respuestas para afrontar esta situacién, han sido
denominadas estrategias, y son caracteristicas de cada especie (Larcher, 1995).
Tanto en gramineas como leguminosas forrajeras tropicales, ocurren mecanismos
de evasion y tolerancia a la sequia (Baruch & Fisher, 1991; Guenni et al., 2004;
Guenni et al., 2007).

Las plantas pueden tolerar la sequia utilizando varios mecanismos. Algunos de
ellos estan integrados a la constitucion génica de la planta, es decir forman parte
de su genotipo, por lo que constituyen adaptaciones evolutivas que se produjeron
para mejorar el acondicionamiento de una poblaciéon de organismos al medio
ambiente. Por lo tanto, se encuentran presentes aun en ausencia del factor
estresante, y se activan en forma natural ante la exposicion a dicho factor
(Ascencio, 2005).

Por otra parte, hay autores que agrupan los mecanismos de respuesta al estrés
hidrico en tres categorias, aun cuando no existe una clara distincién entre las
mismas (Ludlow, 1980; Fisher & Ludlow, 1984; Azcon-Bieto & Talon, 2008):

e Mecanismos de escape
- Escape a la sequia: en general las plantas que poseen este mecanismo no son
resistentes a la sequia. Su supervivencia durante los periodos secos solo requiere
la produccién, debidamente programada de semillas u érganos especialmente
protegidos de la desecacion. En general estas especies manifiestan una alta

plasticidad fenotipica a lo largo de su ciclo de vida.



e Mecanismo de evasion

- Conservacion del agua: la forma mas comun de regular el equilibrio hidrico y
mantener la turgencia es reducir la pérdida de agua o almacenarla. Esto se logra
por vias diferentes, entre las cuales se pueden mencionar: cierre estomatico
rapido y completo, cuticula gruesa, pérdida de hojas y almacenamiento de agua
en tejidos u 6rganos.

- Mantenimiento de la absorcion de agua: muchas plantas que sobreviven en
hébitat secos dependen del desarrollo de un sistema radical profundo y extenso,
gue puede obtener agua de un volumen mas grande del suelo o de una capa
freatica profunda. El déficit hidrico conlleva a grandes aumentos en la relacion

biomasa radical/biomasa aérea.

e Mecanismos de tolerancia

- Tolerancia a la desecacion: es la capacidad del protoplasma para soportar una
gran pérdida de agua, es una caracteristica adaptativa y propia de algunas
especies de zonas aridas/desérticas. El déficit hidrico provoca una pérdida
progresiva de la turgencia protoplasmatica y un aumento en la concentracion de
solutos. El resultado final de estos dos efectos es la alteracion en la funcion celular
y la aparicion de lesiones en las estructuras protoplasmaticas (en especial las
membranas). En algunas especies, las enzimas, las membranas celulares y los
pigmentos fotosintéticos se mantienen indemnes en el estado disecado, en otras,
se pierden algunas de ellas, pero son reparadas o0 resintetizadas tras la
hidratacion.

- Mantenimiento de la turgencia: Con el proceso de ajuste osmotico las plantas
disminuyen su potencial osmoético celular mediante la acumulacion activa de
solutos, especialmente de iones inorganicos como K* y CI" y solutos organicos
cargados eléctricamente que se acumulan en la vacuola; igualmente, en el
citoplasma se sintetizan y acumulan moléculas organicas sin carga especifica, que
no parece que afecten a las funciones de las proteinas. El ajuste osmético ayuda
al movimiento de agua hacia el interior de la célula manteniendo su turgencia
(Babu et al., 1999; Hoekstra et al., 2001). Como resultado del ajuste osmdtico,

algunos cultivos y plantas forrajeras pueden absorber agua a potenciales hidricos
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del suelo bajos y mantener la presion de turgor y la actividad fisiologica
relacionada al contenido hidrico en los tejidos (Hsiao et al., 1973)

En una situacion de estrés muy intenso y prolongando, la pérdida de agua provoca
la marchitez de la planta. A nivel celular esto se traduce en una pérdida de
turgencia en el interior de la célula; la falta de agua produce alteraciones en la
fluidez y composicion de la bicapa lipidica de las membranas, lo cual conlleva a

reducir su capacidad de intercambio con el exterior (Hoekstra et al., 2001).

Normalmente, a medida que el contenido de agua de la planta disminuye, las
células se encogen y las paredes celulares se relajan, dependiendo del grado de
elasticidad de estas ultimas. Esta reduccion en el volumen da lugar a una menor
presion de turgencia y a la consiguiente concentracion de solutos en las células.
Como la pérdida de la turgencia es el primer efecto biofisico significativo al estrés
hidrico, las actividades que dependen de la turgencia como la expansion foliar y el
alargamiento radicular son las mas sensibles a las deficiencias hidricas. La
expansion celular es un proceso inducido por la turgencia y es extremadamente
sensible al déficit hidrico. Un descenso de la turgencia provoca una disminucion

de la tasa de crecimiento (Lincoln & Zeiger, 2006).

Entre las leguminosas forrajeras, las especies Macroptilium atropurpureum (DC.)
Urb. y probablemente Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth. manifiestan una
rapida penetracion radical, movimientos paraheliotrépicos en las hojas y
disminucién del tamafio de las mismas, y un control estomatico temprano como
mecanismos de evasion ante el déficit hidrico (Fisher & Ludlow, 1982; Pereira-
Nettto et al., 1999). El postergar la deshidratacion viene ligado a un mayor uso de
los productos de la fotosintesis en la produccion de raices, pero al mismo tiempo
con una mayor sensibilidad de las hojas a la desecacion. En el caso de M.
atropurpureum, sus estomas cierran a potenciales hidricos foliares relativamente
altos (- 1,9 MPa), por lo gue su tolerancia al déficit hidrico es baja (Ludlow, 1980;
Ludlow & Ibaraki, 1979; Ludlow et al., 1983). En definitiva, estas especies se

defolian en condiciones de sequia prolongada, lo cual constituye el mecanismo
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mas efectivo para evadir el déficit hidrico en ambientes relativamente secos
(Sheriff & Ludlow, 1984; Skerman et al, 1991).

Centrosema pascuorum Mart. ex Benth., Stylosanthes humilis Kunth. y
Centrosema schottii (Millsp) K. Schum. constituyen algunos ejemplos de especies
gue presentan mecanismo de escape y evasion a la sequia durante el periodo de
crecimiento activo (Fisher & Ludlow, 1984; Clements, 1990). No obstante, en C.
pascuorum se ha observado una alta tolerancia al déficit hidrico del suelo,
alcanzando las hojas potenciales hidricos de hasta —12 MPa antes de morir la
planta, en contraste con valores de — 2,4 y — 6,5 MPa para M. atropurpureum y S.
humilis, respectivamente. Esta alta tolerancia a la deshidratacion ha sido asociada
con la presencia de ajuste osmético, aunque moderado en comparacion con el
observado en otras especies forrajeras tolerantes a la sequia (Ludlow et al., 1983;
Fisher & Ludlow, 1984). La ventaja ecoldgica de poseer estos mecanismos en una
especie anual radica en que éstos le permitirian a la planta completar su ciclo
reproductivo en ambientes donde las precipitaciones son muy variables tanto a

comienzos como a finales del periodo de crecimiento (Ludlow et al., 1983).

En Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit., C. brasilianum y C. molle se ha
observado que en condiciones de déficit hidrico moderado, las mismas presentan
tasas transpiratorias bajas. Esto sugiere que dichas especies estan adaptadas a
condiciones de déficit hidrico por ejercer un mayor control en la variacion del
contenido hidrico foliar, traduciéndose esto en una mayor eficiencia en el uso del
agua (Batista et al., 1983).

Al parecer Centrosema brasilianum (L.) Benth., presenta una combinacion de
mecanismos de evasion y tolerancia a la sequia. Su capacidad para mantenerse
verde y crecer lentamente durante la sequia es parcialmente explicada por su
mayor control en el cierre estomatico, en comparaciéon con C. pascuorum y otras
especies estudiadas dentro del género (Ludlow et al., 1983). Sin embargo, este
tipo de control en la pérdida de agua es todavia menor que en M. atropurpureum,
mientras que su ajuste osmaético y tolerancia a la deshidrataciéon es similar o
menor que en C. molle y C. pascuorum; por lo que se postula que su follaje puede
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permanecer verde durante un tiempo mas prolongado (Ludlow et al., 1983) debido
quizas también a una mayor penetracion radical (Clements, 1990).

En estudios realizados por Guenni et al. (2007) las especies Desmodium incanum
DC., Stylosanthes scabra Vogel., Stylosanthes capitata Vogel., Centrosema molle,
Centrosema brasilianum y Centrosema macrocarpum mostraron una marcada
aclimatacion a la sequia, lo que estaria probablemente asociado a una eficiente
utilizacion de la humedad en el perfil de suelo, y en algunos casos a una mayor
sensibilidad en el cierre estomatico. Adicionalmente, estos autores postulan que el
ajuste osmotico pudiera representar en estas especies un mecanismo de
tolerancia efectivo para soportar el déficit hidrico del suelo en los periodos de

sequia mas intensos.

2.1. Cambios morfoanatémicos producidos por déficit hidrico en las plantas

Todos los organos de las plantas pueden ser afectados por estrés hidrico en
mayor 0 menor proporcion, pudiendo visualizarse como ya se ha indicado,
cambios de diversa indole. A continuacion se presentan algunos de los cambios
observados en los 6rganos que se estudiaran en esta investigacion: hojas y tallos,
abordando algunas variables ecofisiologicas y anatomicas afectadas por el estrés

hidrico.
2.1.1. Hoja

Las hojas son drganos especializados en interceptar la luz necesaria para la
actividad fotosintética, la cual es capturada por los cloroplastos; ello se
complementa con el abastecimiento de agua por parte de los haces vasculares y
la toma de CO, a través de los estomas, los cuales son capaces de modificar
rapidamente su grado de apertura (Lambers et al., 1998). De todos los 6rganos de
la planta, las hojas son los mas flexibles para responder a las condiciones del
medio ambiente; en éstas, los efectos de estrés por condiciones limitantes o
heterogeneidad espacial, se reflejan mas que en el tallo o la raiz (Cafiizares et al.,
2003). El déficit hidrico en las plantas no solo obedece a un suministro de agua

escaso, sino que también puede ocurrir donde el agua por alguna razén no puede
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ser incorporada facilmente por la planta, por ejemplo suelos con alto contenido de
sales, 0 con muy bajas temperaturas como en los paramos (Lindorf et al., 1991).

Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente, se dan cambios en procesos de
desarrollo que tienen varios efectos sobre el crecimiento. Uno de principal
importancia es la reduccion de la expansion foliar. El area foliar es importante,
pues de ella depende la captura de radiacion solar por la planta, aunque una
rapida expansion foliar puede afectar negativamente la adaptacion a la poca
disponibilidad de agua (Potters et al., 2007). Durante la deshidratacion también se
producen cambios en el angulo de inclinacion de las hojas. Pero el enrollamiento y
plegamiento foliar son probablemente las manifestaciones mas evidentes y
tempranas del déficit hidrico, debido a que reducen la proporcion de la superficie
foliar expuesta a la radiacion interceptada, disminuyendo asi la transpiracion
(Ortuiio et al., 2004).

Los cambios en la estructura foliar como incremento en grosor (de la cuticula, de
los diferentes tejidos y finalmente de la lamina foliar), pubescencia y dimensiones
celulares, y el aumento en la relacidon entre la superficie de las paredes expuestas
al intercambio gaseoso por unidad de area de tejido fotosintético (A™*°/A) sirven a
la planta como adaptaciones a medios calurosos y secos (Silva et al., 1999). En
las hojas de plantas de ambientes secos se produce un aumento de volumen en
forma de tejido de almacenaje de agua, correlacionado con una disminucién de la
superficie de transpiracion, es decir, hojas con una relacion superficie/volumen
pequefia, lo cual determina una consistencia suculenta o carnosa de las mismas
(Lindorf et al., 1991).

Las modificaciones observadas en hojas desarrolladas bajo condiciones de estrés
hidrico natural o inducido, se manifiestan en los sistemas dérmico, fundamental y

vascular.

La superficie foliar proporciona una interface importante entre la planta y su medio
contribuyendo significativamente al balance energético. La sobrevivencia de las

plantas en ambientes estresantes puede depender de las caracteristicas de su
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superficie y del espacio vital incluido entre ambas epidermis. La presencia de
tricomas y el aumento del grosor cuticular pueden influir sobre la temperatura foliar
y aumentar la resistencia al intercambio gaseoso de la capa limite cercana a la
hoja, disminuyendo la transpiracion y aumentando la eficiencia en el uso del agua
(Silva et al., 1999). Algunas hojas estan adaptadas para conservar el agua gracias
a sus distintas capas cerosas. Las hojas jovenes poseen un reducido control sobre
la conductancia estomatica y son mas pobres en ceras epicuticulares y cutina que
las adultas. La cuticula cerosa abundante en ocasiones ocluye los estomas, lo que
representa una pérdida de agua reducida (Agusti, 2003). Los estomas estan
generalmente en el envés de las hojas y en condiciones de estrés hidrico severo
se cierran, restringiendo el intercambio de CO; y la pérdida de agua (Ortufio et al.,
2004).

Una respuesta comun ante estrés hidrico es la produccion de una cuticula gruesa
la cual reduce las pérdidas de agua de la epidermis (transpiracién cuticular). No
obstante, la transpiracion cuticular es solo del 5 al 10% de la transpiracion total de
la hoja, por lo que llega a ser significativa solo si el estrés es extremadamente
grave o si se ha dafado la cuticula (Lincoln & Zeiger, 2006). Una cuticula gruesa y
la presencia de paredes epidérmicas también gruesas y lignificadas previenen el
colapso o marchitamiento de los tejidos de la hoja cuando hay pérdida de agua en
exceso (Lindorf et al., 1991).

La presencia de células epidérmicas mas alargadas verticalmente, es segun
Scatena & Menezes (1995) caracteristico de un tejido reservante de agua, por lo
gue este caracter se presenta como una adaptacion a condiciones xéricas. Para
Lindorf et al. (1991) los tejidos acuiferos pueden estar representados por una
epidermis pluriestratificada o por una hipodermis, y consisten de células grandes
con vacuolas de gran tamafio, conteniendo un jugo celular acuoso que puede

tener mucilago.

En muchas especies es frecuente observar una abundante pubescencia en las
dos caras de la hoja o solo en una; la presencia y tipo de tricomas en una planta
se consideran de valor taxondmico; sin embargo, la densidad y el tamafio de los
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pelos es probable que varien de acuerdo al ambiente. Los tricomas pueden
proteger contra la luz excesiva evitando que se calienten los tejidos subyacentes.
Muchas veces los tricomas se localizan en las cercanias de los estomas
cumpliendo, en dichos casos, la funcion de disminuir la transpiracion al crear un
microambiente local que hace que el gradiente de humedad entre la hoja y el
ambiente sea menor (Lindorf et al., 1991). Por otra parte, la pubescencia genera
una capa limite (capa de aire que se mueve mas lenta sobre los contornos de la
hoja, debido a la accién de las fuerzas de friccion sobre su superficie) mas gruesa
disminuyendo por ende las tasas de transpiracion (Lincoln & Zeiger, 2006).

Flores-Vindas (1999) se refiere a los estomas como aberturas (0 poros) cuya
funcidn es la regulacion de la pérdida de agua y el ingreso de CO,, proceso fisico
mediante el cual la planta regula su temperatura; la liberaciéon de agua a través de
los estomas equivale al 99% del total de agua tomada por las raices (Srinivasa,
1985; Bruggink et al., 1987). Barrientos-Priego et al. (2003), afirmaron que varias
funciones fisioldgicas importantes de los vegetales implican intercambio gaseoso
entre la hoja y la atmosfera y se llevan a cabo a través de los estomas de la
epidermis foliar, por lo que el estudio de la morfologia y densidad de éstos es

importante para comprender los procesos citados.

Para mantener una temperatura en la hoja mucho mas baja que la del aire es
necesaria la evaporacion de grandes cantidades de agua. Por eso, las
adaptaciones morfoanatémicas que enfrian las hojas por mecanismos diferentes a
la transpiracion, por ejemplo, cambios en el tamafio y orientacion de la hoja son

muy efectivas en la reduccién de la pérdida de agua (Lincoln & Zeiger, 2006).

La frecuencia o densidad estomética es bastante sensible a las condiciones
ambientales, lo que permite observar diferencias entre individuos de la misma
especie, hojas del mismo ejemplar y sectores de una misma hoja (Esau, 1977). La
primera respuesta de las plantas durante el estrés por sequia es el cierre de los
estomas para evitar las pérdidas por transpiracion (Mansfield & Atkinson, 1990). El

cierre estomatico produce un descenso de la concentracion de CO, disponible en
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las hojas y como consecuencia, un descenso en la tasa fotosintética (Arbona &
Gomez-Cardenas, 2008).

Existe una relacion conspicua entre la densidad estomatica y el tamafio de las
células oclusivas: se presentan altas densidades de estomas en epidermis con
células oclusivas pequefias (Dickison, 2000). En algunos casos, las células
anexas se arquean sobre las oclusivas formando una camara o los cuernos
cuticulares estdn muy desarrollados provocando que el diametro del poro se
estreche (Lindorf et al., 1991).

El aumento o disminucion en el nUmero de estomas influye en la resistencia en
fase gaseosa al flujo de CO, y vapor de agua. En especies donde los estomas son
escasos 0 estan ausentes en la epidermis superior, la conductancia al intercambio
gaseoso disminuye al igual que la fotosintesis y la transpiracion. La disminucion en
la frecuencia estomatica podria explicar una disminucion de conductancia y esto
reduciria la tasa de pérdida de agua, pero, también reduciria la fotosintesis. Las
plantas difieren ampliamente en la sensibilidad de los estomas a la falta de agua.
Esta variabilidad esta directamente asociada con los mecanismos de resistencia al
estrés (Silva et al., 1999).

Igualmente, los cambios anatomicos foliares pueden influir en las caracteristicas
fisicas 0 bioquimicas del intercambio gaseoso a nivel de las células del mesofilo.
Especificamente, la resistencia de los espacios intercelulares al intercambio
gaseoso es directamente proporcional al grosor del mesofilo e inversamente
proporcional a la fraccién volumétrica del mesofilo ocupada por los espacios
intercelulares. Las resistencias difusivas al CO,, dependen estrechamente de la
relacion de areas A™*°/A. Esta relacion es definida como la superficie de paredes
celulares de las células del mesofilo aprovechable para la asimilacion de CO, por
unidad de superficie foliar, la cual es funcidén de las dimensiones celulares de las
células del mesofilo (Silva et al., 1999). Segln Longstreth et al. (1980) el A™*/A de
especies Cj varia entre 17 y 41, en tanto que para las especies C,4 varia entre 10 y

19. De acuerdo a los autores mencionados, las plantas que exhiben anatomia
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Kranz con capas celulares concéntricas al haz vascular a nivel del mesofilo, tienen

menor area de mesofilo que las que carecen de esta particularidad.

Generalmente, en las hojas bajo estrés hidrico ocurre un aumento en su grosor,
debido al incremento pronunciado del parénquima en empalizada mas que del
parénquima esponjoso (Colmenares et al., 2005). Korner et al. (1989) indicaron
gue este cambio incrementa la superficie interna para el almacenamiento de COy;
por su parte Luque et al. (1999) sefialaron que este aumento del parénquima

pudiese estar relacionado con un transporte mas eficiente del agua.

Por otra parte, para Rada et al. (1987) el engrosamiento en las paredes celulares
del parénquima esponjoso aumenta la resistencia a la desecacion. Ademas,
Lindorf et al. (1991) sefalan que este tipo de engrosamiento puede estar
relacionado con la escasez de nutrientes, lo cual restringe el uso de carbohidratos
para elaborar otros compuestos, por lo que se acumulan en las paredes celulares

de diversos tejidos.

Algunas plantas de ambientes secos tienen con frecuencia proporciones
abundantes de tejido mecanico, especialmente esclerénquima. Este tejido aparece
como fibras o esclereidas, usualmente dispersas en el mesofilo como columnas o
pilares que lo atraviesan, funcionando principalmente como soportes que impiden
el colapso de los tejidos de la hoja cuando hay pérdidas de agua en exceso
(Lindorf et al., 1991).

El acortamiento de la distancia entre los haces vasculares, es un indicio de una
mejor vascularizacion de este 6rgano, ya que se genera una red de venas mas
densa (Fahn & Cutler, 1992), caracteristica de gran importancia bajo condiciones

de disponibilidad hidrica restringida.

Considerando estos planteamientos generales, vale la pena destacar los
resultados obtenidos en diferentes investigaciones donde las especies fueron
sometidas a tratamientos que limitaban la suplencia de agua, tal como se describe

a continuacion:
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Paz et al. (2003) trabajando en Barleria lupulina Lindl. (Acanthaceae) encontraron
gue las plantas sometidas a un tratamiento de estrés hidrico severo mostraron una
disminucion notoria del &rea foliar, encontrandose diferencias significativas al
compararlas con las correspondientes a los tratamientos riego normal y estrés
moderado, respectivamente. También se ha reportado una disminucién en el
crecimiento de las hojas y en el metabolismo del carbono y del nitrégeno en

plantas de girasol sometidas a riego limitado (Cellier et al., 1998).

En tres especies del género Lantana L. sometidas a déficit hidrico, Gonzalez et al.
(2009) determinaron el area foliar especifica (definida como la relacion entre el
area foliar y el peso seco foliar), la cual oscil6 entre 220-314 cm? g, valores
tipicos de hojas de mesofitas; en contraste, se han reportado valores menores
(126-169 cm? g'*) en hojas escleromorfas del género Calotropis R. Br. (Colombo et
al., 2007). Los altos valores de area foliar especifica observados en Lantana
caracasana Turcz., L. canescens Kunth. y L. camara L. podrian indicar que estas
especies de Lantana no son resistentes al déficit hidrico (Gonzalez et al., 2009). El
area foliar especifica podria ser utilizado como indice de escleromorfismo: valores
bajos de area foliar especifica se han relacionado con una alta capacidad para

resistir una baja disponibilidad de agua (Ogaya & Pefiuelas, 2006).

Colmenares et al. (2005) estudiaron la anatomia foliar de Polylepis ericea Weed.
(Rosaceae) a dos altitudes en los andes venezolanos y disponibilidad hidrica
contrastantes, indicando que el engrosamiento de la cuticula en la época seca,

protege a la planta de la transpiracion excesiva y de la alta radiacion.

En plantas de semeruco cultivadas en dos localidades del estado Lara (Bobare y
Tarabana), con marcadas diferencias en cuanto a manejo horticola, precipitacion y
temperatura promedio anual, la lamina foliar de las plantas provenientes de la
zona arida de Bobare presentd una epidermis adaxial con cuticula gruesa,
formada por células grandes con posible funcion de almacenamiento de agua,
mientras que las muestras de las plantas en la localidad menos arida mostraron

cuticula menos gruesa y células epidérmicas mas pequefias (Laskowski, 2000).

19



En ensayos bajo condiciones controladas, Kebede et al. (1994) obtuvieron una
disminucion de la frecuencia estomatica en hojas de plantas de tomate sometidas
a estrés hidrico, asi mismo, encontraron mayor grosor de la cuticula en
comparacién a los hojas provenientes de plantas no estresadas. Por el contrario,
Silva et al. (1999) notaron que en Phaseolus vulgaris L. la densidad estomatica
aumento por efecto del tratamiento con déficit hidrico en cuatro de las seis
variedades estudiadas. En soya, se observaron aumentos en la densidad de
estomas bajo condiciones de sequia, tanto en la superficie adaxial como abaxial
(Ciha & Brun, 1975). Por su parte, Buttery et al. (1993) observaron una respuesta
similar, también en soya bajo disponibilidad de agua restringida, reportando

incrementos en la densidad estomatica en el tratamiento de estrés severo.

La Rosa et al. (2008), en su estudio de Ipomoea batata L. bajo estrés hidrico,
observaron que las hojas en sequia desarrollan mas parénquima lagunar. Por su
parte, Silva et al. (1999) registraron una disminucioén del 26% del parénquima

clorofiliano en seis cultivares de Phaseolus sometidos a déficit hidrico.

Aleman et al. (2010) compararon el efecto de tres niveles de riego (tratamientos)
sobre materiales cubanos y venezolanos de Phaseolus vulgaris encontrando que
en los materiales tolerantes o medianamente tolerantes al déficit hidrico no se
observaron cambios en la estructura del mesofilo, donde el parénquima en
empalizada conservO su organizacion sin variacion en la disposicion de las
células, no asi en aquellos susceptibles o muy susceptibles donde en el
tratamiento de estrés severo se evidencid6 un aumento en los espacios
intercelulares del parénquima en empalizada. Esto presupone una disminucién en
la actividad fotosintética para aquellos materiales susceptibles o muy susceptibles,
debido a que el parénquima clorofilico en empalizada representa dos tercios del
grosor del mesofilo de la hoja (Nobel & Walker, 1985), ademas, evidenciaron un
amarillamiento producto del estrés, lo cual reflejla una reducciébn en la
concentracion clorofilica y por ende a una disminucion en la eficiencia del proceso

fotosintético.
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En un ambiente de alta salinidad las plantas son afectadas de dos formas, en
primer lugar el efecto por estrés hidrico impuesto por la disminucioén del potencial
osmotico del medio de enraizamiento y por otro lado el efecto toxico de los iones
con resultado de altos contenidos de solutos (Lerner, 1985).

En estudios realizados en Atriplex repanda Phil. Bajo condiciones de estrés
hidrico, encontraron que las plantas en el tratamiento seco presentaron una menor
distancia intervenal con respecto al humedo, indicando en este Ultimo una
distancia promedio de 137 pm, comparada con 125,4 ym en el seco (Silva &
Acevedo, 1984).

Garcia & Jauregui (2008) estudiaron la anatomia foliar en dos genotipos de cafia
de azucar sometidos a estrés salino, donde observaron hojas mas compactas y
con tendencia a un mayor desarrollo de tejido esclerenquimatico en posicion
subepidérmica a nivel de los haces conductores, en las plantas de los dos
genotipos estresados con Na,SO4. La distancia intervenal se redujo ligeramente
en PR692176 (genotipo tolerante) y en mayor proporcidon en V78-1 (genotipo

sensible), en comparacion con las plantas no estresadas.

Las especies forrajeras haldfilas de la familia Poaceae, Trichloris crinita (Lag.)
Parodi y Pappophorum phillippianum Parodi poseen paquetes de fibras hacia las
superficies adaxial y abaxial, que pueden interrumpir las vainas de los haces.
Presentan clorénquima radiado y haces vasculares primarios con vaina
parenquimatica externa y mestomatica interna, caracteristica tipica de las
especies que habitan suelos aridos donde el grado de exposicién a la luz solar y la

intensidad de la misma son elevados (Pérez Cuadra & Cambi, 2010).
2.1.2. Tallo

El estrés hidrico produce en general una disminuciéon en el alargamiento de los
brotes y en el nimero y diametro de los tallos. El crecimiento del tallo se reduce de

forma proporcional a la reduccion del suministro hidrico (Vélez et al., 2007).
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El xilema tiene un papel importante en la regulacion de la economia hidrica
(Pimienta-Barrios et al., 2003). Estructuralmente este tejido es complejo, esté
constituido por células conductoras, fibras y parénquima, su funcién es la
conduccién del agua junto con sustancias disueltas. Las células conductoras son
de dos tipos: traqueidas y elementos del vaso, ambas son alargadas, muertas en
la madurez, de paredes gruesas Y lignificadas, con variedad de engrosamientos
secundarios y puntuaciones; se distinguen porque las traqueidas no son
perforadas en los extremos, pero los miembros del vaso si, estos Ultimos se
conectan longitudinalmente a través de las placas perforadas (Esau, 1985; Flores-
Vindas, 1999: Dickison, 2000).

A pesar de las fuerza de cohesion, la columna de agua en el xilema puede
romperse (cavitar) por la alta tension generada por condiciones de deficiencia
hidrica extrema que se presentan en la naturaleza. Una vez iniciada la formacion
de burbujas, éstas se extienden rapidamente formando una embolia en el interior
del vaso o traqueida, que se detiene en las membranas de las punteaduras. El
xilema, sin embargo, minimiza los efectos de la embolia; ya que, las punteaduras
actian como valvulas que se cierran cuando la presion aumenta en uno de los
vasos 0 el agua se mueve lateralmente a través de las punteaduras. Cuando se
analiza la vulnerabilidad de la planta al embolismo, la cavitacion es bastante mas
frecuente en los vasos amplios que en los estrechos. Por tanto, las plantas que
poseen relativamente pocos vasos anchos y largos son mas susceptibles a
presentar procesos de embolia. Un segundo aspecto que influye en la
vulnerabilidad al embolismo es la permeabilidad y la rigidez de la membrana de la
punteadura, cuanto mas permeables sean las membranas de las punteaduras,
mas féacil sera el flujo lateral. No obstante, las membranas son también barreras
esenciales que impiden que las burbujas de aire se dispersen de un vaso

embolizado a otro (Azcon-Bieto & Talon, 2008).

Para Carlquist (1988), la conduccion a través de vasos humerosos con diametro
angosto es mas eficiente que a través de vasos escasos con diametro amplio. Asi

la cavitacion de vasos angostos ocasiona menor pérdida de la capacidad de
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conduccién, porque cominmente se encuentran en grupos o bien, asociados a

tragueidas vasculares.

Los vasos estrechos son considerados como una ventaja adaptativa en habitats
secos, ya que son menos vulnerables a la cavitacion. Por el contario, los vasos
anchos que permiten tasas mayores de flujo de agua, son mas vulnerables a la
cavitacion por sequia, por lo que su presencia podria representar una desventaja
para las plantas que crecen bajo esta condicién (Gibson, 1996). Ademas del
didmetro y densidad de vasos, parametros como la longitud total de los vasos y la
proporcion de tejido con actividad fisiologica de conduccion pueden ejercer una
notable influencia sobre la eficiencia del movimiento de agua y nutrientes en el

xilema (Oever Van Den et al., 1981).

Los engrosamientos secundarios que presentan los elementos conductores
también se han asociado con esta condicion de estrés, indicandose que los
elementos del vaso con engrosamientos helicoidales proporcionan elasticidad al
sistema vascular (Preston, 1901) y ayudan a mantener la integridad del flujo de
agua dentro de los vasos durante los periodos de sequia (Gibson, 1996). En
estudios realizados por Pimienta-Barrios et al. (2003) en variedades de Opuntia,
encontraron que un porcentaje importante de los elementos del vaso tenian pared
secundaria helicoidal, propiedad comun del xilema primario. Carlquist (1962)
sefal6 que ciertos caracteres del xilema primario pueden permanecer en el xilema
secundario (juvenilismo), lo cual se puede atribuir a la lenta acumulacion de la
pared secundaria en los elementos del vaso, como resultado de las condiciones

de baja disponibilidad de agua.

En Aspidosperma quebracho-blanco (Shltr.) Lyons. se encontrd que los elementos
del vaso disminuyeron su diametro y longitud, aumentaron su frecuencia y espesor
de la pared y se agruparon en mayor proporcion a medida que aumento el grado
de aridez, cambios que contribuyen a prevenir el colapso de los mismos (Moglia &
Lopez, 2001a).

23



La modificacion de algunas de estas variables se observa en diversos estudios
conducidos con especies sometidas a déficit hidrico, pudiendo citar: el realizado
por Laskowski (2000) en Malpighia emarginata DC. cultivadas en dos localidades
aridas del estado Lara, revelando una gran adaptacion al ambiente xérico, ya que
presentan numerosos vasos cortos y de didmetro estrecho, lo cual constituye una
respuesta al déficit hidrico, evitando problemas de embolismo que bloquean la
conduccién de agua. En Phaseolus vulgaris, se encontrd disminucién en el tamafio
del vaso e incremento en la densidad de los mismos, cuando crecié en suelos
secos y porosos (Holste et al., 2006). En un ensayo realizado por Pire et al.
(2007), también se observo una disminucion en el diametro de los vasos en
materiales de vid (Vitis vinifera L.) cultivados bajo tres niveles de riego,

presentando valores menores en el tratamiento de riego escaso.

Otras caracteristicas del sistema vascular han sido investigadas, tales como: las
alteraciones que ocurren en la arquitectura de las paredes celulares de células de
conduccion y de soporte, y en la relacion xilema/floema, las cuales pueden estar
relacionadas con la resistencia de las plantas a las tensiones ambientales (Makbul
et al., 2011).

2.1.2.1. indice de vulnerabilidad y mesomorfia

Carlquist (1977) estudio el impacto del diametro, la longitud y la morfologia de los
elementos de vaso y su relacion con algunos factores ecolégicos, principalmente
la precipitacion media anual en diferentes comunidades vegetales. Para ello,
formulé dos indices que relacionan la anatomia de la madera con la humedad
donde crecen las plantas. Estos son el indice de vulnerabilidad (IV) que es igual al
diametro promedio de los elementos de los vasos entre la frecuencia o nimero de
poros por mm2. En otras palabras, el indice de vulnerabilidad es directamente
proporcional al didmetro e inversamente proporcional a la frecuencia de poros. El
autor sostiene que las especies cuyo xilema presenta valores de IV por encima de
1 son vulnerables a la cavitacion o poco resistentes al estrés hidrico, y cuando los
valores son menores a 1 son resistentes al embolismo y seguras en la conduccién

del agua. El otro indice es el de mesomorfia (IM) que consiste en multiplicar el
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indice de vulnerabilidad por la longitud promedio de los elementos de los vasos.
Esto indica que es directamente proporcional al diametro y a la longitud de los
elementos de los vasos. Para un valor mayor a 200 las maderas son

mesomorficas y valores por debajo de 75 corresponden a maderas xeromorficas.

Segun Carlquist & Hoekman (1985), los principales indicadores de mesomorfia
son numero reducido de vasos por mm?, diametro amplio de poros, elementos
vasculares largos y ausencia tanto de traqueidas como de engrosamientos
espiralados. Lindorf (1994) sefial6 que las especies con rasgos mesomorficos
desarrollan una estructura conectada con una alta eficiencia, pero una baja
seguridad de conduccidn, lo cual se manifiesta en vasos o poros de mayor tamafo
y en menor numero por unidad de superficie. Mientras mas se aleja el indice de
vulnerabilidad del valor correspondiente a la unidad significa (IV>1), significa una
mayor orientacion hacia condiciones que garanticen la eficiencia de la

conductividad en sacrificio de la seguridad.

A juicio de Lindorf (1998), factores como temperatura, irradiacion y disponibilidad
de agua se correlacionan con determinadas caracteristicas anatomicas de la
madera y la estructura foliar, coincidiendo con topologias xeromodrficas o

mesomorficas.

Algunos autores han argumentado la carencia de significado predictivo o funcional
de estos indices, basandose en el hecho de que en algunos casos los valores
obtenidos muestran un amplio rango de variacion, a pesar de la uniformidad del
habitat (Lindorf, 1994). Sin embargo, a pesar de esas amplias variaciones, los
indices de Carlquist son los Unicos que se han propuesto para determinar
relaciones de elementos de conduccion con el medio donde crece la planta, y las
razones por las cuales son objetados se deben a que parte de esas caracteristicas
tienen que ver con aspectos genéticos y evolutivos propios de cada especie (Leon,
2005).

Dichos indices han sido usados mayormente en especies arbdreas; no obstante,

también se han aplicado a especies herbaceas y arbustivas, tal es el caso del
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trabajo de Carlquist (1983) con cuatro especies de Calyceraceae y Valerianaceae,
el de Oladele & Daudo (1988) en Gomphrena celosioides Mart., y recientemente el
de Jauregui et al. (2014) en G. albiflora Moqg.

2.1.2.2. Conductividad hidraulica

La planta es un sistema hidraulico comparable a una red de tuberias, en las cuales
el agua es transportada por un gradiente de potencial hidrico considerablemente
negativo existente entre el suelo, planta y atmoésfera (Ritchie, 1981). Segun la
teoria de cohesion-tension en plantas con metabolismo Cs;, la apertura de los
estomas durante la fijacién del carbono y la consecuente transpiracion, junto con
la elevada cohesion entre las moléculas de agua genera la tension o succion
necesaria para que la absorcion del agua por las raices ocurra, dando inicio al
transporte del agua por los conductos xilematicos hasta los sitios de transpiracion
en la hoja (Steudle, 1995).

El flujo de agua del suelo al ambiente a través de la planta y su retencion por los
tejidos depende del potencial hidrico. El agua se mueve desde una zona de
potencial hidrico alto a una zona de potencial hidrico menor, independientemente

de la causa que provoque esta diferencia (Turner, 1981).

Las caracteristicas anatomicas del sistema de conduccion de agua en las plantas
pueden tener un profundo impacto sobre la conductividad hidraulica de un arbol
(Tyree & Zimmerman, 2002), pero plantas con otros biotipos no escapan a este
planteamiento. Desde un punto de vista ingenieril, el xilema es la red de
distribucion de agua desde la raiz a los principales consumidores, las hojas, en la
parte superior de la planta (Karam, 2005). Se ha indicado que el tamafio y
diametro de los vasos y la proporcion de xilema, en tallos principales de frutales
son importantes para definir la cantidad de agua que pueda transportarse (Reyes-

Santamaria et al., 2002).

Los vasos encierran columnas de agua que estan bajo tensién (AW) a causa del
proceso transpiratorio. Este fenbmeno se encuentra explicado por la Teoria

Coheso Tensiva (Dixon, 1914), la cual indica que la transpiracién crea una
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diferencia de potencial hidrico, traduciéndose en una fuerza impulsora que se
transmite desde las hojas a las raices, y provoca el ingreso del agua desde el
suelo a la planta, la fuerza que dirige el movimiento del agua en el xilema es
proporcionada por la transpiracion del agua en las hojas y por la tension negativa
resultante de este proceso.

La conductividad hidraulica es definida como el pardmetro de proporcionalidad
entre el flujo de agua sobre la diferencia del gradiente del potencial hidrico. Una de
las caracteristicas que controla la conductividad hidraulica es el tamafio de los
vasos del xilema (Kramer, 1983).

La pérdida de conductividad hidraulica provoca que la parte aérea de la planta
reciba menos agua de la necesaria y consecuentemente sufra deshidratacion.
Esta deshidratacion serd mas severa a medida que la pérdida de conductividad
hidraulica sea mayor a causa de un incremento en el nimero de vasos cavitados
(Lincoln & Zeiger, 2002). La cavitacion es muy frecuente en condiciones de
sequia, y aumenta a medida que se incrementa dicha condicion (Azcén-Bieto &
Talén, 2000; Tyree & Zimmermann, 2002).

En las dltimas dos décadas se ha estudiado con mayor énfasis la conductividad
hidraulica como un factor que puede ser controlado a mediano plazo por la planta
para restringir el ascenso de agua en periodos recurrentes o prolongados de
sequia (Schultz & Matthews, 1993). En condiciones de déficit hidrico fuerte se han
encontrado modificaciones de la conductividad no solo en tallo sino también en
raiz (Peterlunger et al., 2000). En tales casos, la restriccion al paso de agua puede
producirse por reduccion del area xilematica o del didmetro de los vasos. La
conductividad hidraulica disminuye por efecto del déficit hidrico y varia dentro del
mismo tallo, presentando valores mayores hacia la base y los menores hacia el
apice, esta disminucion estd asociada con un menor diametro de los vasos del
xilema (Salleo et al., 1985).
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2.2. Variables ecofisiologicas indicadoras de estrés hidrico en las plantas

2.2.1. Contenido relativo de agua
El contenido relativo de agua (CRA) es considerado una medida sencilla y eficaz
para la determinacion del estado hidrico de la planta. Se expresa como la cantidad
de agua de un tejido en comparacién con la que podria contener en condiciones
de méxima hidratacion. Hsiao (1973) categorizd el estrés hidrico, considerando
los valores de potencial hidrico (yw) y la reduccion del CRA:
o Déficit hidrico ligero: Cuando el yw es mayor de -0,5 MPa o cuando el CRA
se reduce en un 8-10 %.
e Déficit hidrico moderado: Cuando el yw esta entre -0,5a -1,2 6 -1,5 MPa o
cuando el CRA decrece entre 10y 20 %.
e Déficit hidrico severo: Cuando el yw es menor de -1,5 MPa o cuando el

CRA disminuye en mas de 20%.

Estudios realizados en genotipos susceptibles y tolerantes al déficit hidrico en P.
vulgaris, indican que el CRA disminuyd significativamente en los tratamientos de
riego moderado y severo en la mayoria de los genotipos susceptibles, a diferencia
de los tolerantes cuyos valores no mostraron diferencias significativas en los
tratamientos (Aleman et al.,, 2010). Estas diferencias pueden ser atribuidas a la
capacidad de variar la absorcion de agua del suelo y/o a la capacidad de controlar

la pérdida de agua a través de los estomas (Bayoumi et al., 2008).

Guenni et al. (2007) estudiaron la variacidn en las relaciones hidricas y fotosintesis
neta de la hoja en los géneros Centrosema, Desmodium y Stylosanthes cultivadas
por dos afios en una sabana de los llanos orientales del pais, donde el contenido
relativo de agua en la hoja (CRA) en ningun caso bajé del 75% en las accesiones
evaluadas. En C. macrocarpum la maxima variacion dentro de una misma
accesion fue de 75% (Marzo, sequia) a 92% (Julio, lluvias) en el afio 2006. En el
caso de C. acutifolium, el CRA no disminuy6 por debajo de 88% aun en los picos

de sequia.
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En especies forrajeras de Brachiaria (Trin.) Griseb., la marcada disminucién del
CRA foliar en B. brizantha (Hochst. ex A.Rich.) Stapf y B. decumbens Stapf a
medida que transcurre la sequia estaria asociada a una drastica reduccién en la
humedad del suelo en los primeros horizontes; producto de su sistema radical
mayormente superficial. En contraste, la relativa baja reduccion del CRA en B.
dictyoneura (Fig. & De Not) Stapf y, en menor grado en B. humidicola (Rendle)
Schweick., posiblemente sea el resultado de su sistema radical relativamente mas
profundo y con una eficiencia mas alta en la extraccién del agua por debajo de los
50 cm (Guenni et al., 2006).

Las plantas de Barleria lupulina sometidas a tres regimenes de riego, mostraron
una disminucién del CRA a medida que se acentuaba el estrés hidrico; en los
tratamientos riego normal y estrés moderado, el contenido relativo de agua fue de
55,4% y 44,7%, respectivamente, mientras que en el tratamiento estrés severo se
presentd un valor inferior (26,8%) en comparacion con los anteriores (Paz et al.,
2003).

2.2.2. Potencial hidrico

El estado hidrico de la planta depende del balance entre el agua que la planta
absorbe del suelo y la que pierde por transpiracion. Un exceso de transpiracion
con respecto a la absorcién determina un balance hidrico negativo, generandose
asi una situacion de déficit cuyas consecuencias dependeran de su magnitud y
duracion. El estatus hidrico puede influir poderosamente sobre la elongacion y
divisidon celular, en el crecimiento y la produccién de materia seca por las plantas,
y por ende sobre el rendimiento de grano, forraje, madera, etc. Las plantas poseen
mecanismos capaces, dentro de ciertos limites, de regular la tasa de absorcion y
transpiracion, y consecuentemente, el balance hidrico. Los controles mas
importantes en este sentido residen en el grado de apertura del ostiolo (estomas
con poros reducidos restringen la pérdida de agua), la modulacién de la expansién
foliar (hojas mas pequefias reducen el tamafio del aparato transpiratorio),
variaciones en el angulo de insercién foliar (la carga de radiacion se reduce si las

hojas se orientan en paralelo a los rayos solares), en la senescencia y abscision
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de una parte de las hojas (reduce el tamafo del aparato transpiratorio) y cambios
en la relacion area foliar/extension de raices, lo que modifica el balance absorcién-

transpiracion (Salisbury & Ross, 1985).

El potencial hidrico foliar es una variable frecuentemente utilizada para medir el
estado hidrico de los cultivos (Schultz, 2003). Se define como el trabajo requerido
para transferir una cantidad masa o volumen de agua del estado de referencia (yw
= 0) al sitio donde el potencial tiene el valor mas negativo. Asi, el agua tendera a
moverse de 10 ml de solucion de yw = -0,2 MPa a 10 litros de solucién cuyo yw =
-1,2 MPa, a pesar de que el volumen y el contenido energético total de la segunda
masa sea mayor (Salisbury & Ross, 1985).

Cuando el potencial hidrico varia entre —1,5y —2,5 MPa se entiende que el estrés
es severo, y existe el riesgo que las plantas sufran dafos, esto hace que la
mayoria de las plantas cierren los estomas para evitar su desecacion. Ademas,
reduce la fotosintesis y disminuye el crecimiento (Lopushinsky, 1990). Si alcanza
valores inferiores a —2,5 MPa, el estrés hidrico es extremo y las plantas pueden

sufrir dafios fisicos o incluso morir (Landis et al., 1989).

En estudios realizados en las especies C. molle, C. macrocarpum, C. brasilianum,
y Pueraria phaseoloides sometidas a déficit hidrico, las plantas no regadas
mostraron una disminucion progresiva en yw a lo largo del tiempo, alcanzando el
valor mas negativo alrededor de la época en que mostraron los primeros sintomas
de marchitamiento, siendo las especies C. molle y P. phaseoloides las que
presentaron los valores mas negativos del potencial hidrico, alrededor de -2,1
MPa. En contraste, los valores de yw en las plantas con riego variaron en un

rango relativamente estrecho: -0,5 a -0,15 MPa (Tam, 2006).

Guenni et al. (2006) compararon la respuesta al déficit hidrico del suelo en cinco
especies del género Brachiaria, determinando que los primeros sintomas de
marchitamiento en todas las especies ocurrieron a potenciales hidricos ~-2,0MPa.
Sin embargo, las diferencias entre especies estuvieron mas relacionadas con el

tiempo requerido para alcanzar estos valores criticos de yw. En el caso de B.
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brizantha y B. decumbens, dicho lapso fue de aproximadamente 21 dias después
de la suspension del riego, mientras que para B. humidicola y B. dictyoneura dicho
periodo se extendié a 30 y 60 dias, respectivamente. En B. mutica los sintomas de
marchitamiento se manifestaron alrededor de los 49 dias sin riego, presentando el
potencial hidrico mas negativo (> -2,0MPa) que las otras especies. Esto pudiera
relacionarse con la menor tolerancia a la sequia de esta especie adaptada a areas

pantanosas e inundables.

Estudios realizados por Quintal et al. (2012) en plantas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacg.) sometidas a estrés hidrico, se observé una relacion
directamente proporcional entre el contenido de humedad y el potencial hidrico de
la hoja. En los tratamientos T1 (60% de la humedad aprovechable total del
sustrato) y T2 (con 50% de la misma) se registraron los valores mas altos de
contenido de humedad del sustrato y de potencial hidrico foliar. El tratamiento con
menos riego T5 (con 20%) fue donde se registro el menor potencial hidrico y la
menor humedad del sustrato. Godoy et al. (2005) e Ismail (2010), indicaron que a

menor disponibilidad del agua en el suelo es menor también el potencial hidrico.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal: Se estudiaron dos especies de Centrosema, C. molle Benth

(sensible) y C. macrocarpum Benth (tolerante) de acuerdo a estudios previos
realizados por Guenni (2014).

Descripcién del ensayo: El estudio se llevé a cabo en el campo experimental de la

Seccibn de Forrajes del Instituto de Produccion Animal, FAGRO — UCV, la cual se
encuentra a 459 msnm, el suelo presenta una textura franca a franca-limosa a la
profundidad de 0 - 0,05 m y una textura franca - arenosa hasta los 0,2 m. El clima
se caracteriza por ser seco a sub-humedo con promedios de temperatura minima

y maxima de 18°y 30°, respectivamente (Guenni, 2014).

Se trabajo6 en 16 parcelas de 4,4 x 3,6 m (ya establecidas en campo), en un disefio
de bloques al azar con cuatro (4) repeticiones y un total de ocho (8) parcelas para
cada una de las especies, cuya densidad de siembra fue de 60 plantas/m?. Estas
parcelas fueron sometidas a dos tratamientos de riego: con riego (CR, aplicando
riego continuo dos veces por semana con un lamina de agua de 8-10 mm) y sin
riego (SR). Antes de empezar estos tratamientos, se realizé un corte uniforme y se
fertilizd (con un fertilizante comercial conteniendo N: P: K: Mg: S), luego de
transcurrida una semana se iniciaron los tratamientos. Esto fue realizado durante
aproximadamente cinco meses, en la época seca del afio 2013. Detalles del
disefio de campo y manejo de las parcelas experimentales se muestran en Guenni
(2014).

Muestreo v preservacion del material vegetal recolectado: Se recolectaron

segmentos de tallo y lamina foliar en dos (2) individuos de cada especie por cada
tratamiento y repeticion, esto se hizo al final del periodo de sequia 2013. En el
caso del tallo, se tom6 el cuarto o quinto entrenudo contado desde el apice hacia
la parte basal de la planta, se verificO que dichos segmentos de tallo tuviesen un
diametro similar (grosor). Ademas, se recolectaron las hojas ubicadas en el cuarto
0 quinto nudo contados de la manera antes expuesta ya que estas hojas

completamente desarrolladas; se cortaron fragmentos de 1 x 1 cm del foliolo
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medio, tomando en cuenta que el nervio central quedara en el centro del trozo. El
material vegetal fue fijado y preservado en FAA (formaldehido, &cido acético

glacial y etanol 70%) hasta su procesamiento.

Procesamiento del material vegetal:

El estudio anatémico se llevo a cabo en el Laboratorio de Morfoanatomia Vegetal
del Instituto de Botanica Agricola de la Facultad de Agronomia de la Universidad

Central de Venezuela, Maracay, Estado Aragua.

Secciones transversales con micro6tomo rotatorio: el material vegetal (trozos de
tallo y de lamina foliar) previamente fijado en FAA se subdividio y se lavo con agua
para eliminar el fijador. Posteriormente, se deshidrato en una serie gradual,
ascendente de ABT (alcohol butilico terciario), dejandose por 3 horas en cada
solucion. Las muestras se colocaron en paraplast dentro de una estufa para la
infiltracion, una vez evaporado todo el ABT puro, se le hicieron tres cambios de
paraplast por decantacion y se vaciaron en los moldes, formando los bloques de
este producto solidificado, los cuales fueron individualizados para su montaje
sobre los soportes. Se obtuvieron secciones de 10-12 ym de grosor. La tincion se
efectué con safranina — azul astra y el montaje en balsamo de Canada (Johansen,
1940; Kraus & Arduin, 1997).

Macerado total: Se tomaron trozos de tallos fijados y se colocaron en una capsula
de petri, a fin de subdividirlos en porciones muy pequefias con la ayuda de una
hojilla. Dichas porciones se pasaron a un vaso de precipitado tipo Griffin con
solucion de Jeffrey (1:1), la cual consiste en mezclar acido nitrico (10%) con &cido
cromico (10%) (Johansen, 1940) y se colocaron en una estufa a 60°C hasta su
disociacion. Se elimind la solucion por decantacion y se realizaron varios lavados
con agua destilada, separando el material de forma mecanica con ayuda de una
varilla de vidrio. Luego se agregaron unas gotas de safranina para tefir el material.
De dicha suspensién, se tomaron alicuotas con una pipeta plastica y se colocaron

en portaobjetos, preparando laminas semipermanentes.
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Macerado parcial: Se colocaron porciones del foliolo central de 0,5 x 0,5 cm en
una solucién de hipoclorito de sodio al 3,4% durante 15 horas, a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo, se efectuaron cuatro lavados con agua
destilada y se colocaron las muestras en capsulas de Petri con agua; se trabajo
bajo un microscopio estereoscépico para separar las dos epidermis con ayuda de
pinceles finos; los fragmentos obtenidos fueron tefiidos con azul de toluidina

acuosa (1%) y montados en agua:glicerina sobre laminas portaobjetos (V/V).

Observaciones y analisis: Todas las preparaciones microscépicas se estudiaron

bajo un microscopio 6ptico calibrado marca Global Germany modelo CE L-1800,
equipado con un ocular micrométrico, que se uso para la estimacion de algunas
variables anatdmicas cuantitativas; se tomaron 30 observaciones en cada variable,
considerando el numero de montajes realizados. Adicionalmente, con el
microscopio optico marca Nikon Eclipse Modelo E200 y con la ayuda de una
camara digital incorporada al mismo, modelo Evolution LC Color, se capturaron las
imagenes ilustrativas de la anatomia de la lamina foliar y caulinar de las dos

especies de Centrosema.

Se determinaron las siguientes variables:

Lamina Foliar Tallo
Area foliar Espesor de la region cortical (um)
Espesor de la epidermis superior (um) Espesor del floema (um)
Espesor de la epidermis inferior (um) Espesor del xilema (um)
Espesor del mesofilo (um) Didmetro de la médula (um)

o ) Densidad de vasos del metaxilema (N°
Espesor parénquima en empalizada (um) 5
vasos/mm-®)

Espesor parénquima esponjoso (um) Didmetro de vasos mayores (um)

Largo y ancho de células del parénquima en

empalizada, ubicadas hacia la cara adaxial y Longitud de los elementos del vaso (m)

abaxial (um)
Tipos de engrosamiento de la pared celular
Espesor de la [amina foliar (um) secundaria de los vasos y porcentaje de vasos
con uno u otro tipo de engrosamiento
Densidad de estomas y tricomas (N° de Tipo de placa perforada y porcentaje de vasos
estomas y tricomas /mm?) con uno u otro tipo de placa perforada
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Ademas, se calculo el indice de vulnerabilidad (IV) y de mesomorfia del lefio (IM)
utilizando las siguientes formulas de Carlquist (1977):

IV= Didmetro de vasos / N° de vasos por mm?
IM= indice de vulnerabilidad x longitud promedio de elementos de vasos

Las variables ecofisiologicas relacionadas con las modificaciones anatémicas
observadas fueron: contenido relativo de agua (CRA), potencial hidrico, area foliar
especifica (AFE) y conductividad hidraulica teérica (Km). La informacion para las
tres primeras variables, fue tomada de un estudio previo realizado en las mismas

parcelas (Guenni, 2014).

En el caso del area foliar se tom6 una muestra de hojas verdes del cuarto o quinto

nudo y se midié con un medidor electronico CI-202, CID Inc., USA.

La conductividad hidraulica tedrica (K;), se calcul6 mediante la siguiente ecuacion
(Gibson et al., 1984):
Kn: m ¥d*/128 n

donde n es la viscosidad dinamica del fluido (1.002x107 Pa-s) y d es el diametro

de los vasos en metros.

Analisis Estadistico:

Se calcularon los estadisticos descriptivos: media, desviacion estandar y
coeficiente de variacion para todas las variables consideradas en el presente
estudio. Los resultados fueron analizados con un ANAVAR para un arreglo
factorial de dos factores: especies (2) y tratamientos de humedad (2), sobre un
disefio de blogques completos al azar con cuatro repeticiones, para un total de 2 x 2
x 4. Posteriormente, para la comparacion de medias entre especies y tratamientos
se realiz6 la prueba de la Minima Diferencia Significativa Honesta de Tukey
(P=<0,05).

Con la finalidad de establecer posibles relaciones de similitud entre las especies

estudiadas a través de los tratamientos de riego, asi como para determinar
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algunos caracteres que podrian tener valor en la discriminacion de las mismas, se
aplico la técnica del analisis por componentes principales de la varianza total, a

partir de la matriz de correlaciones.

Los datos de campo fueron organizados en una base de datos usando el
programa Microsoft Office Excel. Los estadisticos descriptivos, el andlisis de
varianza, las pruebas de media de Tukey y el andlisis de componentes principales
se obtuvieron utilizando el software estadistico InfoStat (2008).
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RESULTADOS

1. HOJA

Las laminas foliares de ambas especies de Centrosema bajo el tratamiento control
(con riego) presentaron caracteristicas histolégicas similares (Figs. 1A, 1C), En
seccion transversal, la epidermis adaxial estd formada por una capa de células
tipicas cuadrangulares a rectangulares, con paredes celulares externas mas
cuticula relativamente gruesas, estomas al mismo nivel que dichas células, y
tricomas glandulares y tectores. El mesofilo esta constituido por parénquima en
empalizada con una a dos capas de células alargadas, provistas de gran cantidad
de cloroplastos y pocos espacios aéreos. Seguido a este tejido esta el parénquima
esponjoso, el cual presenta células redondeadas y mayor cantidad de espacios
intercelulares, si se le compara con el parénquima en empalizada; en este tejido
se localizan los haces vasculares de tipo colateral cerrado. Con frecuencia se
observo parénquima en empalizada préximo a la epidermis abaxial, formado por
una capa de células alargadas, pero de menor tamafo que las ubicadas hacia la
superficie adaxial. La epidermis abaxial esta constituida por células tipicas
cuadrangulares, mas pequefas que las de la adaxial, revestidas por una cuticula

evidente, y con estomas y tricomas semejantes a los ubicados en la adaxial.

En vista paradérmica, ambas especies mostraron células epidérmicas tipicas
isodiamétricas y alargadas, de paredes onduladas y gruesas en la superficie
adaxial (Figs. 2A 2C, 3A, 3C), y muy onduladas y delgadas en la abaxial (Figs.
2B, 2D, 3B, 3D). Los tricomas glandulares tienen pie unicelular y cabeza ovoide
multicelular, todas las células de paredes delgadas. Los tectores son bicelulares,
de diferentes longitudes, flexibles, de paredes gruesas y 4pice agudo. En ambas

epidermis, se observaron estomas anisociticos y paraciticos (Figs. 2y 3).
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Fig. 1. Secciones transversales de la lamina foliar de dos especies de Centrosema. Ay B. C. macrocarpum,
tratamientos con riego y sin riego, respectivamente. C y D. C. molle, tratamientos con riego y sin riego,
respectivamente. Epidermis adaxial (ead), epidermis abaxial (eab), parénguima en empalizada (pp),
paréngquima esponjoso (pe) y haz vascular (hv).

Fig. 2. Epidermis foliar de Centrosema macrocarpum (vistas paradérmicas). Ay C. Adaxial, tratamientos con
riego y sin riego, respectivamente. B y D. Abaxial, tratamientos con riego y sin riego, respectivamente.
Células epidérmicas tipicas (€), estomas (es) y tricoma glandular (tg).
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Fig. 3. Epidermis foliar de Centrosema molle (vistas paradérmicas). A y C. Adaxial, tratamientos con riego y
sin riego, respectivamente. B y D. Abaxial, tratamientos con riego y sin riego, respectivamente. Células
epidérmicas tipicas (e), estomas (es) y base de tricoma (t).

El crecimiento bajo condiciones de déficit hidrico origind cambios cuantitativos en
las caracteristicas anatOmicas evaluadas en ambas especies, como puede

observarse en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Valores promedio de las variables epidérmicas foliares de C. macrocarpum y C. molle con riego
(CR) y sin riego (SR).

D_ESTADAX (N° de | D_ESTABAX (N° de | D_TRICADAX (N° de | D_TRICABAX (N° de
ESP_EPAD (um) | ESP_EPAB (um) ) 5 . N . )
ESPECIE estomas/mm°) estomas/mm®) tricomas /mm°) tricomas /mm°)
CR SR CR SR CR SR R | sR CR SR CR SR
C. macrocarpum [ 15,63 b 19,59a| 9,69a | 11,15a| 81,13a | 99,5a |595,67 a| 655,43 al 55,67a | 63,05a | 68,53 b | 89,09 a
C. molle 12,92a|1594a| 9,06a | 10,21a 167,49 b|233,01 a[591,01 a[679,82 a| 46,89a | 56,75a | 51,83a | 61,4a
CM Tratamiento 30 0,0016 3,12 0,1196] 19199,3 <0,0001| 7768,5 0,0577] 176,92 0,1407] 999,93 0,0019
DMS Tratamiento | 3,4727 2,43349 53,4012 102,06 19,1623 20,4101

Medias con letras distintas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego dentro de cada especie.
Espesor de la epidermis adaxial (ESP_EPAD), espesor de la epidermis abaxial (ESP_EPAB), densidad de estomas de la
epidermis adaxial (D_ESTADAX), densidad de estomas de la epidermis abaxial (D_ESTABAX), densidad de tricomas de la
epidermis adaxial (D_TRICADAX) y densidad de tricomas de la epidermis abaxial (D_TRICABAX).

El espesor de la epidermis adaxial mas la cuticula en ambas especies se
incrementd por efecto del estrés hidrico (Cuadro 1, Fig. 4), no obstante, el analisis
estadistico solo arrojo diferencias significativas (p<0,05) en la leguminosa C.
macrocarpum, donde el aumento fue de 25,3%, comparado con C. molle 23,3%.
Algunas de las células de este tejido, se observaron globosas en los dos taxones

(Fig. 5A, 5B). En la epidermis abaxial a pesar de que no hubo diferencias
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significativas en las dos especies, también se notd el incremento pero en menor

proporcién, dicho aumento en C. macrocarpum fue de 14% y en C. molle de 12%.
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15 1 ADAXIAL + CUTICULA

10 - W ESPESOR EPIDERMIS

ABAXIAL+ CUTICULA

Espesor (um)

Cmac CR  Cmac SR Cmol CR Cmol SR

Especies

Fig. 4. Espesor de las epidermis adaxial y abaxial mas cuticula en foliolos de C. macrocarpum (Cmac) y C.
molle (Cmol) en funcion de los tratamientos, con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas
denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.

Fig. 5. Secciones transversales de la lamina foliar en dos especies de Centrosema, sometidas a estrés
hidrico. A. C. macrocarpum. B. C. molle. Obsérvense células epidérmicas globosas en ambas especies.
Epidermis (e) y parénquima en empalizada (pp).

También se detectaron efectos de tratamiento sobre la densidad estomatica en las
hojas de las dos especies de Centrosema. El estrés hidrico incrementé el nimero
de estomas por unidad de area tanto en la superficie adaxial como en la abaxial en
ambas especies (Cuadro 1, Fig. 6). El andlisis estadistico no mostrd diferencias
significativas en la leguminosa C. macrocarpum, donde el aumento fue de 23% y
10%, en las superficies adaxial y abaxial, respectivamente. Sin embargo, en C.
molle hubo diferencias significativas (p<0,05) solo en la superficie adaxial, donde

el incremento fue de 39%, comparado con 15% en la abaxial.
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Fig. 6. Densidad de estomas en las epidermis adaxial y abaxial de C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol)
en funcién de los tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas denotan diferencias
significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.

La densidad de tricomas se vio afectada por la condicion de estrés hidrico (Fig. 7),
incrementandose el nimero de tricomas por unidad de area en el tratamiento sin
riego para ambas especies y en las dos epidermis. El andlisis estadistico no
evidencio diferencias significativas en la cara adaxial; no obstante, el aumento fue
de 14% en C. macrocarpum y de 21% en C. molle. Mientras que, en la cara
abaxial, solo se produjeron diferencias significativas (p<0,05) en C. macrocarpum;
el aumento en este caso fue de aproximadamente 30%, mientras que en C. molle
fue de 18%.
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Fig. 7. Densidad de tricomas en las epidermis adaxial y abaxial para las especies C. macrocarpum (Cmac) y
C. molle (Cmol) en funcién de los tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas
denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.

Las variables medidas asociadas al mesofilo, también se modificaron, como se

observa en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Valores promedio de las variables anatémicas foliares de C. macrocarpum y C. molle con riego
(CR) y sin riego (SR).

ESPECIE ESP_LFOL (um) | ESP_MESO (um) ESP_PE (um) ESP_PESP (um) LA_PE (um) AN_PE (um)
CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR
C. macrocarpum [138,23 a[150,94 a| 110,84 a|119,27 a| 89,07 a | 96,25a | 20,42 b| 23,86a | 31,77a | 37,09a | 896a | 802a
C. molle 122,5a|128,03af 95,11 a|101,98a| 84,27a | 91,98a | 11,67 a| 13,54a| 37,61a| 40a 844a | 7,09a
CM Tratamiento 625,78 0,0757| 442,34 00351 101,52 0,1266] 131,35|  <0,0001 48,18 0,0417 2,51 0,03
DMS Tratamiento | 30,789 21,9878 14,0987 3,0523 7,50975 1,60768

Medias con letras distintas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego. Espesor lamina foliar
(ESP_LFL), espesor mesofilo (ESP_MESO), espesor parénquima en empalizada (ESP_PE), espesor parénquima
esponjoso (ESP_PESP), largo de las células del parénquima en empalizada (LA_PE), ancho de las células del parénquima
en empalizada (AN_PE).

Los cambios en el grosor del foliolo central por efecto del déficit hidrico no fueron
significativos, pero siguieron la misma tendencia en las dos leguminosas
forrajeras, aumentando aproximadamente 9 um en C. macrocarpumy 6 pumen C.
molle (Cuadro 2, Fig. 8). Este aumento por efecto del tratamiento sin riego estuvo

asociado al acrecentamiento en el grosor de las epidermis y del clorénquima.
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Fig. 8. Espesor de la lamina foliar en las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcion de
los tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

La sequia indujo a un aumento en el grosor del parénquima en empalizada y del
esponjoso (Fig. 10), provocando un mayor espesor del mesofilo, el cual represento
8,4 um de incremento en C. macrocarpum y de 6,9 um en C. molle (Fig. 9). Otro
aspecto que influyé en el cambio del espesor del mesofilo fue el largo de las
células del parénquima en empalizada (Cuadro 2), aunque el andlisis estadistico
no evidencio diferencias significativas en ambas especies, en C. macrocarpum el
incremento fue de 17%, mientras que en C. molle fue de 6%. El ancho de dichas
células tampoco presenté diferencias significativas, sin embargo en este caso sus

valores disminuyeron 10% en C. macrocarpum y 16% en C. molle.
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Fig. 9. Espesor del mesofilo en las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcién de los
tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

Como se indicé anteriormente en las plantas sometidas a riego, las muestras de
hojas de ambas especies presentaron arreglo bifacial e isofacial; sin embargo, en
las plantas bajo estrés hidrico el arreglo isofacial fue mas comun o se manifesto
mas, lo cual provocé el acrecentamiento del parénquima en empalizada (Figs. 10,
11A y 11B). A pesar de que el analisis estadistico no mostré diferencias
significativas, el incremento de este tejido fue de 7,18 um en C. macrocarpum y de
7,71 um en C. molle. En cuanto al parénquima esponjoso, solo hubo diferencias
significativas (p<0,05) en C. macrocarpum, donde incrementé 3,44 um, mientras

gue en C. molle aumento de 1,87 um.
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Fig. 10. Espesor del parenquima en empalizada y esponjoso en las especies C. macrocarpum (Cmac) y C.
molle (Cmol) en funcion de los tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas
denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.
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Fig. 11. Secmones transversales de Ia Iamlna foliar en dos epeC|es de Centrosema, sometidas a estrés
hidrico. A. C. macrocarpum. B. C. molle. Obsérvese el parénquima en empalizada hacia ambas epidermis de
la hoja en ambas especies. Epidermis adaxial (ead), epidermis abaxial (eab) y parénquima en empalizada

(pp)-

Un fendmeno frecuentemente observado en ambas especies de Centrosema
sometidas a déficit hidrico fue el de orientar los tres foliolos de la hoja casi
verticalmente en direccion paralela a la luz, en horas del mediodia. Esto también
fue observado en las parcelas CR, pero en menor grado.

2. TALLO

Las muestras de tallo de las dos especies bajo estudio presentaron caracteres
histolégicos similares, los cuales se mencionan a continuacion:

En la seccion transversal, de afuera hacia adentro se evidencia (Figs. 12A, 12C,
13A, 13C) la epidermis uniestratificada revestida por cuticula, constituida por
células cuadrangulares pequefias, de pared celular delgada, y abundantes
tricomas. La corteza present6 de seis a siete estratos de células parenquimaticas,
isodiamétricas y con abundantes cloroplastos, las cuales limitan internamente con
tres a cuatro capas de células esclerenquimaticas (fibras) alrededor del tejido
conductor, las cuales forman un anillo continuo. El floema secundario fue evidente
como una banda estrecha; el cambium vascular presenté de dos a tres capas de
células alargadas periclinalmente y, el xilema secundario se observd como un
anillo con vasos solitarios o multiples, agrupados en 3-4 filas, las cuales alternan
con los otros tipos celulares de dicho tejido; en la zona que limita con la médula se

observaron células del xilema primario. Esta ultima region se encuentra constituida
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por células parenquiméticas, isodiamétricas, relativamente grandes y con pocos

espacios intercelulares

o5 o

Fig. 12. Secciones transversales del tallo de Centrose
riego, respectivamente. C y D. Detalles del xilema para los tratamientos con riego y sin riego,
respectivamente. Epidermis (e), vaso (el), xilema (x), floema (fl), cambium vascular (cv), fibras (fb) y
parénguima medular (m).

Fig. 13. Secciones transversales del tallo de Centrosema molle. Ay B. Tratamientos con riego y sin riego,
respectivamente. C y D. Detalles del xilema para el tratamiento con riego y sin riego, respectivamente.
Epidermis (e), vaso (el), xilema (x), floema (fl), cambium vascular (cv), fibras (fb) y parénquima medular (m).
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El crecimiento de ambas especies bajo condiciones de poca disponibilidad de
agua origin6 cambios en las caracteristicas anatémicas del tallo, resultando en
mayor grosor de la epidermis, mas capas de células esclerenquimaticas
presentdndose de cuatro a ocho capas, y de tres a siete filas de vasos en el tejido
xilemético (Figs. 12B, 12D, 13B, 13D). Otros cambios seran analizados a

continuacion.

2.1. Espesor de la corteza, de los tejidos vasculares y didmetro de la médula

Aungue en el espesor de la corteza, del xilema, del floema y diametro de la
médula no se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos de cada
especie bajo estudio, estas variables mostraron los valores mas bajos en el
tratamiento sin riego (Cuadro 3, Fig. 14). El espesor de la corteza se vio afectado
por dicha condicion, presentando una disminucion de 8% en la especie C.
macrocarpum y 19% en C. molle; asimismo, el grosor del floema mostré6 una
reduccion del 9% y 16% respectivamente, y el espesor del xilema también se
redujo por efecto de tratamiento de sequia, 16% en C. macrocarpum y 26% en C.
molle. En cuanto al diametro de la médula, la especie C. macrocarpum, presento
una reduccion de 1%, mientras que en C. molle este tejido disminuyé 22% bajo

condiciones de déficit hidrico.

1200,0

1000,0

800,0 -

H ESPESOR XILEMA

600,0 & DIAMETRO MEDULA

Espesor (um)

400,0 1 & ESPESOR CORTEZA

 ESPESOR FLOEMA
200,0 -

0,0 -
CmacCR  CmacSR  CmolCR  Cmol SR

Especies

Fig. 14. Espesor de la corteza, de los tejidos vasculares y diametro de la médula en tallos de las especies C.
macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcidn de los tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).
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Cuadro 3. Valores promedio de algunas variables anatémicas del tallo de C. macrocarpum y C. molle
sometidas a tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

ESPECIE ESP_CORT (um) ESP_FLO (ium) ESP_XIL (ium) DI_MED (pum)
CR SR CR SR CR SR CR SR
C. macrocarpum 169,9 a 155,84 3| 70,11 a| 64,17 a | 454,17 a | 381,25a| 1137,9a |1130,32 a
C. molle 128,44 a|104,17 a| 50,94 a| 42,61 a 217,3 a 160,3a | 845,84 a | 657,09 a
CM Tratamiento 104,19 0,6013 5,74 0,6872 24025,8 0,06 177473 0,1232
DMS Tratamiento | 41,6101 12,711 155,522 235,129

Medias con letras distintas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego. Espesor corteza
(ESP_CORT), espesor floema (ESP_FLO), espesor del xilema (ESP_XIL) y diametro de médula (DI_MED).

2.2. Caracteristicas de los elementos de los vasos

En el didmetro de los vasos se observaron valores mas bajos como una respuesta
a la condicién de sequia, encontrandose diferencias significativas (p<0,05) en
ambas leguminosas forrajeras, notdndose una reduccion en el diametro de 37%
en C. macrocarpum y 35% en C. molle (Fig. 15). De igual manera sucedi6 con la
longitud de los elementos del vaso, la cual disminuyo en el tratamiento sin riego
(Cuadro 4, Fig.16) en ambas especies de Centrosema. Sin embargo, el analisis
estadistico solo mostré diferencias significativas (p<0,05) en C. macrocarpum,
cuya disminucion fue de 123,33 um, mientras que en C. molle dicha reduccion fue
de 64,58 pum.
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Fig. 15. Diametro de los vasos en tallos de las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcion
del tratamiento de riego, con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas denotan diferencias
significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.

Cuadro 4. Valores promedio de algunas variables anatomicas del xilema secundario en tallos de C.
macrocarpum y C. molle sometidas a tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

DIA_VAS (um) L_VAS (um) DE_VAS (N*
ESPECIE - - vasos/mmz)
CR SR CR SR CR SR
C. macrocarpum | 66,78 a | 42,19 b|698,75a| 575,42 b| 74,85b | 142,83 a
C. molle 56,25a 36,36 b| 245a | 180,42 a| 89,08 b | 188,33 a
CM Tratamiento 22 0,3515 | 3451,3 0,3022 977,97 0,1854
DMS Tratamiento | 10,5367 118,5 48,1416

Medias con letras distintas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego. Didmetro de vasos
(DIA_VAS), longitud de vasos (L_VAS) y densidad de vasos (DE_VAS).
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Fig. 16. Longitud de los vasos en tallos de las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcién
de los tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas denotan diferencias
significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.

En cuanto a la densidad de vasos, el andlisis estadistico generd diferencias
significativas (p<0,05) entre los tratamientos en las especies estudiadas,
observandose un aumento en el tratamiento sin riego en las dos especies, siendo
C. molle la que presentd el valor mas alto, 188,3 um (Cuadro 4, Fig. 17),
representando 111% de incremento; mientras que en la leguminosa C.

macrocarpum dicho aumento fue de 91%.
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Fig. 17. Densidad de vasos en las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcién de los
tratamientos, con riego (CR) y sin riego (SR). Medias con letras distintas denotan diferencias significativas
(p<0,05) entre condiciones de riego.

Las dos especies leguminosas presentaron engrosamientos de la pared celular de
los elementos del vaso de tipo punteado y reticulado en el tratamiento con riego,
mostrando tanto la especie C. macrocarpum como C. molle 87,5% tipo punteado
y 12,5% tipo reticulado (Cuadro 5). Sin embargo, el analisis estadistico arrojo

diferencias altamente significativas (p<0,05) para el tratamiento sin riego en
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ambas leguminosas, del total de los elementos de vasos observados en la especie

C. macrocarpum 41,7% presentaron engrosamientos de tipo punteado, 29,17%

tipo anillado, 25% tipo helicoidal y 4,2% reticulado, evidencidndose que esta

leguminosa present6 los cuatro tipos de engrosamientos de la pared. En el caso

de la especie C. molle, ésta mostré para el mismo tratamiento, 62,5% tipo

punteado y 37,5% anillado (Fig. 14). Ambas leguminosas forrajeras presentaron

elementos del vaso con placa de perforacién simple en los dos tratamientos con

riego y sin riego (Figs. 15y 16).

Cuadro 5. Proporcion de tipos de engrosamientos presentes en los elementos del vaso de las especies C.
macrocarpum y C. molle sometidas a tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

ENGROSAMIENTO EV
Especie SP | % | SR | % | SA| % [sH| % | Total
C. macrocarpum SR 104| 41,7 1,0 42| 7,3|292| 63| 25 25
C. macrocarpum CR 219| 875 321 125 00/ o o o 25
C. molle SR 156/ 625 00 o 94/375 o o 25
C. molle CR 219| 875 321 125 00/ o o o 25
Total 69,8 7,3 16,7 6,3 100

Valor JI cudrado (x2): 43,417 (p<0,000).

Engrosamiento punteado (SP), engrosamiento reticulado (SR), engrosamiento
anillado (SA) y engrosamiento helicoidal (SH).
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Fig. 18. Proporcion de los elementos del vaso con diferentes tipos de engrosamiento en sus paredes, en los
tallos de las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funciéon de los tratamientos con riego

(CR) y sin riego (SR).
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Fig. 19. Tipo de engrosamlento en las paredes de los elementos del vaso, en tallos de Centrosema
macrocarpum. A. Reticulado, tratamiento con riego. B. Punteado y anillado, tratamiento sin riego. C.
Helicoidal, tratamiento sin riego y D. Anillado y placa perforada simple, tratamiento sin riego.

@ 30 um

: : 30 um ( : ) 30 um

Fig. 20. Elementos del vaso en Centrosema molle. Ay B. Obsérvese placa perforada simple, tratamiento con
riego y sin riego. C. Con engrosamiento secundario anillado, tratamiento sin riego. D. Con engrosamiento
secundario punteado, tratamiento con riego.
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2.3. Indice de vulnerabilidad (IV) y mesomorfia (IM)

En el indice de wvulnerabilidad el andlisis estadistico mostré diferencias
significativas (p<0,05) por efecto de tratamiento en ambas especies, sin embargo,
en el indice de mesomorfia solo se evidencio diferencias significativas (p<0,05) en
la especie C. macrocarpum (Cuadro 6). Estos indices indican que la leguminosa
C. molle presenta un IV menor a 1 en los tratamientos con riego y sin riego;
mientras que su IM en el tratamiento con riego se ubicd en la zona ambigua del
intervalo de clasificaciébn propuesto por Carlquist (1977); por otra parte, en el
tratamiento sin riego presentd un valor inferior a 75. En el caso de C.
macrocarpum bajo riego se obtuvo un IV mayor a 1 y un IM superior a 200; no
obstante, en el tratamiento sin riego en esta especie disminuyeron los valores de
ambos indices.

Cuadro 6. Indices de vulnerabilidad y mesomorfia en tallos de C. macrocarpum y C. molle sometidas a
tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

ESPECIE v M
CR SR CR SR
C. macrocarpurm 1,01a 0,32 b (683,73 a| 182,52 b
C. molle 0,67a 0,21b (161,95a| 37,95 a
CM Tratamiento 0,05 0,042 | 142291 D,0Mm7
DMS Tratamiento | 0,28399 188,72

Medias con letras distintas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego. indice de vulnerabilidad
(IV) e indice de mesomorfia (IM).

3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Se efectué un analisis de componentes principales con el fin de sintetizar la
informacion y explorar la respuesta de ambas especies con respecto a las
variables evaluadas tanto en tallo como en hoja, siendo éste mas riguroso en la
discriminacion de las variables que el ANAVAR (Fig. 21). El analisis mostré en
este caso, que los primeros dos componentes principales explican el 73% de la
varianza total observada en el estudio anatomico caulinar y foliar de las dos
especies de Centrosema. Los coeficientes de las variables para definir cada

componente estan resumidos en el cuadro 7.

El Componente Principal 1 con el 44% de la varianza explicada present6 la mayor
correlaciéon en las siguientes variables (organizadas de mayor a menor), en tallo:

longitud de vasos, diametro de la médula, espesor del xilema, del floema y de la
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corteza; en hoja: espesor del parénquima esponjoso, de la lamina foliar y del
mesofilo, asi como de la densidad de tricomas abaxial, densidad estomatica

adaxial y largo de células del parénquima en empalizada.

En el CP2 con el 29% de la varianza explicada, la mayor correlacion se produjo en
las siguientes variables: espesor de la epidermis adaxial y abaxial, diametro y
densidad de vasos, ancho de las células del parénquima en empalizada, densidad

de tricomas adaxial, de estomas abaxial y espesor del parénquima esponjoso.

En ambos componentes (CP1 y CP2) existen cinco variables que presentaron alta
correlacion: espesor de la lamina foliar y de la epidermis adaxial, diametro y
densidad de vasos y densidad de tricomas abaxial, lo cual indicaria que en ambas
especies, estas variables pueden ser usadas como referencia para ver el
comportamiento ante condiciones de déficit hidrico.

Cuadro 7. Matriz de coeficientes y contribuciones de las variables en los dos componentes principales
seleccionados en el estudio de caracteres anatdmicos en las dos especies de Centrosema.

Variables CP1 CP 2 Variables CP1 CP2
L_VASOS 0,96 -0,07|DIAM_VASOS 0,49 -0,77
ESP_XILEMA 0,94 -0,09]ANCH_PE 0,45 -0,6
ESP_FLOEMA 0,89 -0,19|DIAM_DENS 0,43 -0,78
ESP_PESP 0,88 0,37|D_TRICADAX 0,39 0,6
ESP_CORT 0,86 -0,17|ESP_PE 0,33 0,71
DIAM_MEDULA 0,84 -0,12|ESP_EPAB 0,3 0,74
ESP_LFOL 0,67 0,52|D_ESTOMABAX -0,29 0,59
ESP_MESOF 0,65 0,47|D_VASOS -0,43 0,74
D_TRICABAX 0,62 0,57|LARG_PE -0,56 0,44
ESP_EPAD 0,53 0,79|D_ESTOMADAX -0,93 0,18

Correlacion cofenética= 0,977

Al parecer la especie C. macrocarpum en condiciones de déficit hidrico (SR)
tiende a presentar notables modificaciones anatomicas en diferentes variables
foliares: espesor de la lamina foliar, del parénquima en empalizada, del
parénquima esponjoso, del mesofilo y de ambas epidermis, asi como en la
densidad de tricomas adaxial y abaxial. Mientras que en la especie C. molle en
condiciones de déficit hidrico se modifican menor namero de variables, pero
asociadas a hojas y tallos: densidad de estomas tanto en la epidermis abaxial
como en la adaxial y longitud de las células del parénquima en empalizada,

ademas de la densidad de vasos en el tallo.
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Fig. 21. APC en hoja y tallo de las especies C. macrocarpum (Cmac) y C. molle (Cmol) en funcién del
tratamiento de riego, con riego (CR) y sin riego (SR). Espesor epidermis adaxial (ESP_EPAD), espesor
epidermis abaxial (ESP_EPAB), espesor lamina foliar (ESP_LFL), espesor mesofilo (ESP_MESO), espesor
parénguima en empalizada (ESP_PE), espesor parénquima esponjoso (ESP_PESP), largo de las células del
paréngquima en empalizada (LA_PE), ancho de las células del parénquima en empalizada (AN_PE), densidad
de estomas de la epidermis adaxial (D_ESTADAX), densidad de estomas de la epidermis abaxial
(D_ESTABAX), densidad de tricomas de la epidermis adaxial (D_TRICADAX) y densidad de tricomas de la
epidermis abaxial (D_TRICABAX), Didmetro de vasos (DIA_VAS), densidad de vasos (DE_VAS), longitud de
vasos (L_VAS), espesor corteza (ESP_CORT), espesor floema (ESP_FLO), espesor del xilema (ESP_XIL) y

diametro de médula (DI_MED).

4. VARIABLES ECOFISIOLOGICAS

Las mediciones de area foliar presentaron una disminucién de 26,38% en la
especie C. macrocarpum mientras que en C. molle esta aumento por efecto de
tratamiento 35,2% (Cuadro 8).

Cuadro 8. Valores promedio del area foliar en C. macrocarpum y C. molle sometidas a tratamientos con riego
(CR) y sin riego (SR).

4 . 2
ESPECIE Area foliar (cm”)
CR SR
C. macrocarpum 213,89 157,46
C. molle 64,37 87,08

No se efectu6 andlisis estadistico en los datos de area foliar total.
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Al determinar la conductividad hidraulica tedrica del xilema se encontraron
diferencias significativas, presentando ambas especies una disminucién en dicha
variable en el tratamiento sin riego, C. macrocarpum con 14,87% y C. molle
17,70% (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores promedio de la conductividad hidraulica teérica en C. macrocarpum y C. molle sometidas
a tratamientos con riego (CR) y sin riego (SR).

Conductividad hidraulica teorica (Kh, m4 MPa-1s-1)
Especie R SR
C. macrocarpum 6,7873E-13a 1,0092E-13 b
C. molle 3,1924E-13a | 0,56523E-13b

Medias con letras distintas denotan diferencias significativas (p<0,05) entre condiciones de riego.

De acuerdo a los datos obtenidos por Guenni (2014), el area foliar especifica
(AFE) en la especie C. macrocarpum se mantuvo practicamente sin variaciones a
lo largo del ensayo, mientras que en C. molle ocurrié un comportamiento similar;
no obstante a los 15 y 30 dias de suspension del riego, se produjo un incremento
de 17 y 30% respectivamente en las hojas del tratamiento SR en comparacién con
las hojas CR. En cuanto al potencial hidrico (W1) y contenido relativo de agua
(CRA) el efecto negativo del déficit hidrico fue relativamente mas marcado en C.
molle, presentando una reducciéon en el W; de 430% (de -0,3 a -1,6 MPa) y en el
CRA de 18% (de 85 a 75%). Sin embargo, en C. macrocarpum la disminucién del
WV, fue de 60% (de -0,25 a -0,40 MPa) y del CRA de 7% (de 81 a 75%).
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DISCUSION

1. HOJA

El arreglo histologico de la lamina foliar en los dos taxones estudiados (C.
macrocarpum y C. molle) resulto similar entre ellos, pero con algunas diferencias
respecto a Centrosema venosum, particularmente por la presencia en esta Ultima
de abundante tejido esclerenquimatico (Jauregui, 2011). Los resultados de esta
investigacion indican que el déficit hidrico indujo cambios en la anatomia foliar de
las especies de Centrosema, provocando un incremento en el espesor de todos

los tejidos de la hoja, aunque en algunos casos no significativo estadisticamente.

Uno de los caracteres resaltante en las dos leguminosas bajo el tratamiento sin
riego fue el incremento en el espesor de las epidermis, ademas de la presencia en
la epidermis adaxial de células globosas. Dicho incremento, puede asociarse con
células mas voluminosas, probablemente reservantes de agua. Resultados
similares fueron obtenidos por Stolf et al. (2009), en el cultivar BR16 de soya
Glycine max (L.) Merr., sensible a la sequia y también en el cv. Nazlikan de esta
misma especie (Makbul et al., 2011) pero contrastan con los referidos por Wilson
et al. (1980) en cuatro especies tropicales, Panicum maximum Jacq. var.
Trichoglume Robyns, Heteropogon contortus (L.) P.Beauv. ex Roem. & Schult.,
Cenchrus ciliaris L. y Macroptilium atropurpureum (DC.) Urb., donde hubo una
disminuciéon en el grosor la epidermis abaxial, a pesar de que el andlisis
estadistico no mostro diferencias significativas. Igualmente, Sankar et al. (2013)
sefialan la disminucién en el grosor de este tejido en Arachis hypogaea L. bajo
condiciones de sequia. Por otra parte, Oertli et al. (1990), indicaron que el tamafio
pequefio de las células epidérmicas contribuye significativamente a prevenir el

colapso celular en condiciones aridas.

El aumento de la densidad estomatica en ambas superficies de la hoja en las dos
especies de Centrosema, concuerda con los resultados obtenidos por otros

autores trabajando con déficit hidrico; entre ellos se pueden citar: Boughalleb et al.
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(2014) en plantas de Astragalus gombiformis Pomel., Matos (1992) en cuatro
cultivares de yuca (Manihot esculenta Crantz), Bresta et al. (2011) en trigo
(Triticum turgidum L. var. Durum), Laajimi et al. (2011) en albaricoque (Prunus
armeniaca L.) y Sam et al. (2000) en tomate (Lycopersicon esculentum Mill. cv
Inca 9). Los estomas tienen una funcién esencial en el mantenimiento de la
homeostasis de la planta, especialmente en la regulacion de la pérdida de vapor
de agua e ingreso de CO,. El aumento en la densidad de estomas se ha asociado
con el incremento de la capacidad de las plantas para capturar CO, de la
atmosfera y por lo tanto, aumentar la eficiencia fotosintética debido a la mayor
fijacion de este gas (Castro et al., 2009). Xu & Zhou (2008) y Castro et al. (2009)
han vinculado la adaptacion de las plantas a la sequia con un incremento de la
densidad de estomas y la disminucion en el tamafio de los mismos, para que haya
una menor pérdida de agua por transpiracion, contribuyendo asi con el equilibrio

en el intercambio gaseoso.

En el presente trabajo se observaron estomas en la epidermis de ambas
superficies de la hoja. Segun Mott et al. (1982), las hojas anfiestomaticas tienen
una capacidad potencialmente mas alta para la captura de diéxido de carbono y
podrian alcanzar niveles elevados de fotosintesis si las condiciones fueran
adecuadas. Una ventaja de la distribucion de estomas en ambos lados de la
superficie de la hoja es el doble de la conductancia en la capa limite, por lo tanto,
las hojas anfiestomaticas podrian ser favorables en ambientes donde la tasa
fotosintética podria ser potencialmente limitada por baja conductancia en la hoja,
como puede ser el caso de hojas expuestas a alta irradiacién (Branco & Marenco,
2012).

El aumento de la densidad de tricomas tanto en la superficie adaxial como abaxial
(esta ultima en mayor proporcién) en las dos leguminosas forrajeras, pudiese estar
incrementando la reflectancia, reduciendo la energia absorbida, disminuyendo la
temperatura foliar y evitando una posible desecacién de los tejidos (Silva &
Acevedo, 1984). Adicionalmente, se ha indicado que los pelos incrementan la

capa limite, la cual ayuda a disminuir el movimiento del aire en la superficie del
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foliolo (Jones, 1992; Ely & Torres, 2003). Los apéndices epidérmicos crean relieve
en las superficies de las hojas en donde queda estacionado el vapor de agua
producto de la evapotranspiracién; el grosor de esta micro-region puede aumentar
o disminuir dependiendo del tipo, densidad y tamafio del apéndice epidérmico, lo
que determinard la cantidad de vapor de agua que quedara atrapada y, por tanto,
la capacidad para amortiguar los cambios de temperatura en la superficie foliar
fuente. Segun Fahn (1986) y Wagner (1991) los pelos glandulares regulan la
transpiracion si excretan aceites esenciales, ya que se puede crear una capa de
aire mas densa en la superficie de la hoja, que impide la difusiéon del vapor de
agua; no obstante, se desconocen los productos secretados por los tricomas de
este tipo, presentes en Centrosema. En Betula pendula Roth sometida a estrés
hidrico, se encontré un incremento en la densidad de tricomas glandulares en la
epidermis abaxial, lo cual soporta la hipétesis de que este tipo de tricomas 0 sus
exudados disminuyen la transpiracion directa. Indican ademas que el grupo de los
triterpenoides puede disminuir la permeabilidad de la capa cuticular abaxial debido
a su naturaleza lipofilica (Thitz et al., 2017). Incrementos en la cantidad de
tricomas por unidad de area foliar también se han reportado en otras especies
sometidas a déficit hidrico como: Manihot esculenta Crantz (Matos, 1992) y Olea
europaea L. (Bosabalidis & Kofidis, 2002).

La reduccion del area foliar y el aumento en el espesor de la lamina, son
estrategias de adaptacion muy difundidas en las plantas xerofitas, las cuales se
atribuye principalmente al estrés hidrico y a la alta intensidad luminica propias de
ambientes aridos y secos (De Micco & Aronne, 2012). No se puede concluir al
respecto, ya que en este trabajo se determiné area foliar de unas hojas en
particular, pero es probable que C. macrocarpum utilizé dichas estrategias para
mitigar los efectos adversos de la baja disponibilidad hidrica; sin embargo, el
comportamiento fue diferente en C. molle, debido a que en esta especie ambas
variables aumentaron. En plantas de dos cultivares de soya-Glycine max,
Conquista y BR16, tolerantes y sensibles a la sequia respectivamente, el area
foliar de las plantas del cv. Conquista sometidas a déficit hidrico por 30 dias, se

redujo en un 28%, mientras que en BR16 se redujo en un 38% (Stolf et al., 2009).
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En el estudio realizado por Matos (1992) en cuatro cultivares de yuca (Manihot
esculenta) se evidencié una disminucién del &rea foliar por efecto de la escasez de
agua, mientras que en dos cultivares de aguacate (Persea americana Mill.) el
estrés hidrico provoco una disminucién significativa del grosor de la lamina foliar
(Chartzoulakisa et al., 2002).

El mesofilo de los foliolos de ambas leguminosas, presentd una mayor proporcion
del parénquima en empalizada en el tratamiento sin riego (aunque sin diferencias
significativas), esto puede estar asociado a que las células de dicho tejido fueron
mas largas, ademas de estar presente en ambas caras de la lamina foliar (hoja
isolateral). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Stolf et al. (2009) en
soya (Glycine max), Batista et al. (2010) en Coffea arabica L. y Mabulwana (2013)
también en soya. En plantas de Lippia turbinata Gris. desarrolladas en ambientes
mésicos y Xxeéricos, las hojas en esta udltima condicion presentaron mesofilo
isolateral compacto y mayor proporcion de parénquima en empalizada (Andersen
et al.,, 2006). Sin embargo, los resultados de este estudio contrastan con los
obtenidos en dos cultivares de aguacate (Persea americana Mill.) donde el estrés
hidrico provocé una disminucion significativa del espesor de casi todos los
componentes histolégicos del mesofilo, asi como del grosor de la lamina foliar, no
obstante, en este taxon el parénquima en empalizada también se presentd a
ambos lados de la hoja (Chartzoulakisa et al., 2002). En Astragalus gombiformis
(Boughalleb et al., 2014) también hubo una reduccion del espesor del mesofilo y
de la [dmina foliar. La presencia del mesofilo isolateral compacto, de varias capas
de parénquima en empalizada y pocos espacios intercelulares, indica una mayor
actividad fotosintética, debida a la fuerte radiacion que reciben las dos superficies
foliares; el parénquima en empalizada podria contener un mayor nimero de sitios
de fijacion de CO, (Fahn, 1985). Se ha indicado que la diferenciacion de mayor
namero de capas de parénquima en empalizada y la morfologia particular que
adoptan sus células esta mas influenciada por la radiacion a la que estan
expuestas las laminas foliares (Lindorf et al., 1991). El parénquima en empalizada
estd intimamente relacionado con la fotosintesis y un mayor desarrollo de este

tejido puede permitir una mayor fijacion de CO, con una abertura de estomas en
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corto espacio de tiempo (Castro et al., 2009) haciendo que la eficiencia del uso de
agua aumente por reducir la transpiracion (Jones, 1992).

El parénquima esponjoso también presentd una mayor proporcion en el
tratamiento sin riego en las dos leguminosas, pero en este caso con diferencias
significativas entre tratamientos en C. macrocarpum. Fahn (1985) indic6 que un
parénquima esponjoso mas grueso podria resultar en una difusion mas facil de
CO,. En plantas de soya (Glycine max), el cultivar tolerante (Conquista)
incremento el espesor del parénquima esponjoso, mientras que en el sensible
(BR16) disminuyo este tejido (Stolf et al., 2009). En otros trabajos realizados en
los cultivos soya (Mabulwana, 2013) y mani (Sankar et al., 2013) sometidos a
estrés por sequia, también obtuvieron resultados similares, al comparar hojas

estresadas con controles (no sometidos a déficit hidrico).

En ambas especies de Centrosema se observaron cambios en la posicion de los
foliolos en mayor proporcion cuando las plantas estuvieron sometidas a déficit
hidrico. Los foliolos se orientan casi verticalmente en direccion paralela a la
direccion de la luz, en horas del mediodia e igualmente ocurre un ligero
plegamiento en la lamina de los mismos. Esto también fue observado por
Granada (2010) en las especies C. brasilianum, C. macrocarpum y C. molle, y por
Guenni (2014) en C. macrocarpum y C. molle. Los cambios en la orientacién de
las hojas han sido asociados a alta intensidad luminica, altas temperaturas y baja
disponibilidad hidrica (Yu & Berg, 1994). Este fendmeno ha sido sefialado en otras
especies de leguminosas como un mecanismo morfolégico que contribuye
positivamente al manejo del estrés hidrico, reduciendo la transpiracion sin afectar
la superficie asimilatoria (Sheriff et al., 1986; Bell, 2007). Dicha orientacion
corresponde al movimiento paraheliotropico que ocurre en los foliolos, el cual
disminuye el impacto de los rayos solares sobre las superficies de la hoja,
reduciendo la temperatura de la misma y evitando dafios a los fotosistemas
(Jones, 1992).

En general, las hojas de las dos especies estudiadas mostraron incremento en el
espesor tanto de las epidermis como de los tejidos que conforman el mesofilo y
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por ende de la lamina foliar, y a pesar de que no hubo diferencias significativas en
la mayoria de las variables analizadas, la tendencia parece ser incrementar el
grado de suculencia en esos tejidos. La suculencia es uno de los mecanismos de
adaptacion que pueden tener algunas especies para adaptarse a ambientes con
déficit de agua (Shields, 1951; De Micco & Aronne, 2012).

En resumen, C. macrocarpum fue la especie con mayor cantidad de diferencias
estadisticamente significativas entre condiciones de humedad disponibles, en
especial para caracteres como grosor de la epidermis adaxial y del parénquima
esponjoso, y densidad de tricomas en la epidermis abaxial, mientras que en C.
molle, solo la densidad de estomas en la epidermis adaxial varid entre los
tratamientos impuestos, lo que indica que existe una mayor plasticidad fenotipica

en la hoja de la primera especie.
2. TALLO

La anatomia, en seccion transversal del tallo fue similar en las dos especies bajo
estudio, correspondiéndose con descripciones previas hechas en las mismas
especies (Gonzalez et al.,, 2013), asi como en otros taxones de Centrosema
(Jauregui, 2011); No obstante, el déficit hidrico provocd algunas alteraciones
estructurales, entre ellas, la reduccion en el espesor de casi todos los tejidos y

cambios en las caracteristicas de los elementos de los vasos evaluadas.

En este estudio, el grosor de la corteza, del floema, xilema y médula se redujeron
por efecto de la sequia estacional. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por otros investigadores en Salvia spendens Sellow ex J.A. Schultes (Burnett et
al., 2005), Triticum aestivum L. (El-Afry et al., 2012) y Astragalus gombiformis
Pomel. (Boughalleb et al., 2014) cuando dichas especies estuvieron sometidas a
déficit hidrico. Dicha reduccion puede deberse a la disminucion en el tamafio
celular, tal como fue comprobado por Labdelli et al. (2014) en el tallo de plantas de
trigo (Triticum durum Desf.); estos ultimos autores refieren que la sequedad del

sustrato provoc6é una reduccion de la longitud de las células epidérmicas y el
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diametro de las células parenquimaticas, indicando ademas que ese tipo de estrés
inhibe el crecimiento celular y promueve la pérdida de turgencia de las células.

En las especies examinadas bajo condiciones de baja disponibilidad de agua, la
Unica variable que incrementd fue el tejido esclerenquimatico ubicado entre el
parénquima cortical y el floema. Estos resultados son similares a los obtenidos en
Manihot glaziovii Muell (Nassar et al.,, 2010) y en Glycine max (Makbul et al.,
2011). Yentur (2003) indico que el tejido esclerenquimatico proporciona una
ventaja contra la pérdida de agua, probablemente porque dicho tejido protege las
partes mas blandas y mas vulnerables de las plantas de estiramientos, pesos,

presiones y flexiones, los cuales pueden exacerbarse por el déficit hidrico.

La estructura anatomica del tallo en C. macrocarpum y C. molle se aclimato a la
condicion de déficit hidrico, con una densidad mayor de vasos agrupados y de
menor diametro y longitud que cuando las plantas crecieron bajo riego. Resultados
similares fueron obtenidos en estas mismas especies en un ensayo previo
(Gonzélez et al.,, 2013). Asimismo, en Malpighia emarginata creciendo bajo
condiciones xéricas, se observaron numerosos vasos cortos y de diametro
estrecho (Laskowski, 2000). En el caso de plantas de Glycine max (Makbul et al.,
2011) y Astragalus gombiformis (Boughalleb et al., 2014) el diametro de los vasos

disminuy6 también por efecto del déficit hidrico.

El diametro de los vasos es probablemente la variable mas importante para
garantizar la eficiencia en la conduccién de agua, los vasos estrechos son mas
seguros debido a que al encontrarse en mayor numero, los embolismos locales no
afectan una parte considerable del tejido de conduccion (Baas et al.,1983). De
acuerdo con Carlquist (1975) y Montafio-Arias et al. (2013), los elementos de vaso
de menor didmetro son considerados los mas fuertes, a causa del estrechamiento
en el lumen del elemento de vaso, aun en aquellos que presentan placa de
perforacibn simple, ya que esto permite resistir grandes presiones Yy

deformaciones relacionadas con las tensiones de la columna de agua.
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Para Carlquist (1988), la conduccion a través de vasos numerosos con didmetro
angosto es mas eficiente que la conduccidon a través de vasos escasos con
didmetro amplio. La cavitacién de vasos angostos ocasiona menor pérdida de la
capacidad de conduccién, porque cominmente se encuentran en grupos o bien,
asociados a traqueidas vasculares. En el caso de las especies bajo estudio se
observaron agrupados. Aunque el papel funcional del agrupamiento de vasos
sigue siendo controvertido, varios cientificos han sugerido que la agrupaciéon de
vasos es una ventaja, ya que confieren una mayor seguridad en la conduccién de
agua (Baas & Carlquist, 1985; Carlquist & Hoekman, 1985; Barajas-Morales, 1985)
debido a que proporciona caminos alternativos cuando el transporte de agua a
travées de un vaso esta bloqueado por una embolia inducida por la sequia,
pasando a través de uno o mas vasos funcionales del mismo grupo de vasos
(Carlquist, 1984, Tyree et al., 1994, Arx et al., 2013). Esta tendencia también ha
sido observada en otras especies, como Mimosa bahamensis Benth., Mimosa
hexandra M.Micheli, Mimosa leucaenoides Benth., Mimosa tejupilcan R.Grether &
A.Martinez-Berna y Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (Montafo-Arias et al., 2013),
Mimosa aculeaticarpa Ortega var. aculeaticarpa y Mimosa luisan Brandegee
(Montafo-Arias et al., 2017). En resumen, el agrupamiento de vasos mejora la
conductividad hidraulica y reduce la pérdida potencial de capacidad de transporte

de agua asociada con la cavitacion.

Considerando las variables evaluadas en este estudio, destaca que del total de los
elementos de vasos observados para el tratamiento con riego, ambas especies
presentaron la misma proporcién de engrosamientos punteados y reticulados. Sin
embargo, en el tratamiento sin riego ademas de estos dos tipos, C. molle presento
engrosamiento anillado y C. macrocarpum tanto anillados como helicoidales; los
cuales ayudan a mantener la integridad del flujo de agua dentro de los vasos
durante los periodos de sequia. Gibson (1973, 1996) indicé que estos tipos de
engrosamiento en las paredes de los elementos de vasos ofrecen mayor superficie
de pared primaria expuesta y en contacto con otras células conductoras o
parenquimaticas, por lo que puede mejorar el movimiento del agua. Para Carlquist

(1962) ciertos caracteres del xilema primario pueden permanecer en el xilema
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secundario (juvenilismo), por la lenta acumulacién de la pared secundaria como
resultado de la escasez de agua. Este fendmeno de pedomorfosis ha sido
observado también en diversos miembros de la sub-familia Cactoideae, las cuales
habitan en zonas xéricas y se ha relacionado con mejoras en el transporte de

agua, como se sefialo antes (Gibson, 1973).

Ambas leguminosas forrajeras presentaron elementos de vasos con placa de
perforacién simple, por lo que no hay restriccion en el paso de agua, implicando
una éptima conduccién (Moglia & Lopez, 2001b) y un aumento en la conductividad
hidraulica; no obstante, su presencia genera mayor vulnerabilidad a los
embolismos (Polanco & Grande, 2009). Sin embargo, esta vulnerabilidad es
reducida cuando las placas de perforacion simple estan acompafadas por
punteaduras intervasculares alternas que permiten el flujo de agua a los vasos
adyacentes y, mas aun, cuando éstas son ornamentadas (retienen las burbujas de
aire), ya que proporcionan tension superficial mayor y disminuyen la propagacion
del émbolo (Jansen et al., 2003; Jansen et al., 2004). Las caracteristicas de las
punteaduras no fueron consideradas en este estudio. Sin embargo, segun
Wheeler & Baas (1991) las placas perforadas compuestas pueden prevenir la
propagacion de embolias aéreas reteniendo burbujas de aire, por lo que Marcati et
al., (2014) indican que su presencia en los vasos de Citharexylum myrianthum
Cham., puede ser un contribuyente importante, en ambientes estacionalmente

SecCos.

La anatomia caulinar de las dos especies de Centrosema bajo estudio, mostro
algunos rasgos gue contribuyen a la seguridad en la conduccién ante la condicién
impuesta de déficit hidrico, entre ellos: incremento en el nimero de vasos cortos y
de diametro menor en el xilema, agrupamiento de los mismos y engrosamientos

en las paredes de los elementos de vasos, anillados o helicoidales.

En condiciones de riego, C. macrocarpum mostré rasgos mesomoficos; no
obstante, la baja disponibilidad de agua provocd cambios a nivel del xilema,
promovié el surgimiento de caracteristicas xeromoérficas, que produjeron una

disminucién en los indices estudiados. No obstante, el lefio de C. molle presentd
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caracteristicas para asegurar la conduccion de agua, a pesar de contar con un IM
ubicado en la zona ambigua de la clasificacion de Carlquist (1977). En esta
especie el estrés hidrico acentud los rasgos xeromorficos del xilema secunadrio,
por lo que los indices se modificaron alcanzando el IM un valor menor a 75,
indicador de xeromorfia. Resultados similares se obtuvieron en plantas de
Malpighia emarginata sometidas a condiciones de sequia (Laskowski, 2000). En
tallos de Bursera tomentosa (Jacq.) Tr. & Planch. se reportaron valores bajos del
indice de vulnerabilidad indicando que existe una correlacion entre la anatomia del
xilema y el habitat (semiarido), es decir, que la madera de la especie es
xeromorfa, presentando una gran adaptacion a condiciones xerofiticas (Castillo et
al., 2005).

Al observar los resultados del andlisis de componentes principales (ACP) de las
dos especies de Centrosema estudiadas se comprueba que C. macrocarpum tiene
una mayor plasticidad ante el déficit hidrico, debido a que presenta mayores
modificaciones anatémicas tanto en hoja como en tallo, de un gran nimero de
variables del total evaluadas en este estudio, lo que hace a esta especie mas
plastica, aumentando su tolerancia a habitats extremos como déficits hidricos. Por
el contrario, dicho analisis demostr6 que la especie C. molle presenta
modificaciones a nivel del tallo que potencialmente la hacen menos vulnerable a

condiciones de baja disponibilidad de agua.

3. RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS DE LA ANATOMIA CAULINAR
Y FOLIAR CON VARIABLES ECOFISIOLOGICAS, Y SU CONTRIBUCION A LA
ACLIMATACION AL DEFICIT HIDRICO

Las plantas responden al deficit hidrico desarrollando adaptaciones a nivel
morfolégico, anatdmico y fisioldgico, que les permiten sobrevivir en condiciones de
sequia (Witcombe et al., 2008). Las especies de Centrosema evaluadas en este
estudio poseen mecanismos de aclimatacién que se activaron en respuesta a
dicha condicién y al desarrollarse progresivamente, se produjeron cambios, los

cuales se describen a continuacion.

64



Las respuestas en la variable &rea foliar de las dos especies forrajeras sometidas
a estrés hidrico fueron contrarias (aunque no evaluadas estadisticamente). El
comportamiento en C. macrocarpum fue el frecuentemente referido en la literatura,
ya que las hojas mostraron &rea foliar menor en el tratamiento bajo déficit hidrico,
lo cual puede asociarse con una superficie de transpiracion menor y por ende, con
mayor cantidad de agua disponible en el suelo para su uso por periodos mas
prolongados. Se ha indicado que el primer proceso afectado durante la sequia es
la tasa de expansion celular, dando como resultado que con el paso del tiempo
ocurra la reduccién del tamafio de la planta (Blum, 2005). Al disminuir el contenido
de agua en la planta, las células pierden turgencia, en consecuencia la expansion
celular se detiene y con ello disminuye el crecimiento de las hojas (Potters et al.,
2007). Se considera que la disminucion efectiva del area foliar es un mecanismo
de evasion de algunas especies para reducir la superficie evaporativa, ya que de
esa manera se reduce la tasa del uso de agua de la planta y por lo tanto, se
conserva o evita la pérdida de agua durante los eventos de estrés hidrico (Kramer,
1983). De igual manera, la reduccion del area foliar demuestra la capacidad de las
plantas para tolerar y aclimatarse al estrés hidrico impuesto a través de

respuestas morfogenéticas especificas (Khurana & Singh, 2004).

Por el contrario, el comportamiento de C. molle no fue el esperado, ya que incluso
el area foliar promedio por foliolo increment6 con la sequia. Se ha indicado que a
mayor area foliar se presenta menor control estomatico (Sperry et al., 2002), por lo
gue esta especie estaria mas propensa a pérdida de agua por transpiracion y en

consecuencia se afectarian diferentes procesos, entre ellos la fotosintesis.

Los valores de area foliar especifica (AFE) obtenidos por Guenni et al. (2014) no
presentaron mayores variaciones, lo que indica que la relacion entre el area foliar
y Su peso no varié con los tratamientos aplicados. Asimismo, los resultados
anatémicos indican que no hubo variacion significativa en el espesor de las hojas
de las dos especies, a pesar de que registrd un incremento en el espesor de la
[amina foliar, vinculado al aumento en el grosor de los tejidos epidérmico y

fundamental. No obstante, dicha variacion al parecer no afecté el AFE en ninguna
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de las dos especies bajo estudio. Se debe recordar que el AFE es funcion del
contenido de materia seca foliar y del espesor de la hoja.

En las dos leguminosas forrajeras bajo estudio, la conductividad hidraulica tedrica
del xilema presenté una disminucion estadisticamente significativa por efecto del
déficit hidrico, lo cual se asocia al diametro y longitud menor de los vasos del
xilema bajo este tratamiento. Esta reduccidén en la conductividad hidraulica se
relaciona con resistencia a la cavitacion (formacion de burbujas e interrupcion del
flujo de agua) la cual es importante en la tolerancia a la sequia (Valladares et al.,
2004). Reduccion en esta variable ha sido sefialada en otras especies sometidas a
déficit hidrico, entre ellas: P. vulgaris (Holste et al., 2006), Vitis vinifera L. (Pire et
al., 2007) y Lolium perenne L. (Holloway-Phillips & Brodribb, 2011). Es de destacar
gue en C. molle la conductividad hidraulica es mas baja que en C. macrocarpum,
aun bajo condiciones de riego, lo cual se vincula con las caracteristicas
anatomicas observadas en el xilema de dicha especie, ya que tiene mayor
cantidad de vasos cuyos elementos conductores presentan diametro y longitud
menor, estos rasgos la hacen tolerante a la sequia. Por otra parte, C.
macrocarpum muestra mayor eficiencia en conduccion, pero probablemente es
mas susceptible a cavitacion. No obstante, es necesario explorar mas la relacion
gue puedan tener los diferentes tipos de engrosamiento de las paredes de los
vasos, ya que en C. macrocarpum su susceptibilidad a cavitacion se pudiese ver
compensada por la mayor proporcion de vasos con engrosamientos anillados y
espiralados (las implicaciones de este rasgo estructural fueron discutidas en
parrafos anteriores). Ademas, es necesario explorar la conductividad en la hoja,
asi como los rasgos estructurales del tejido conductor de agua (xilema) en este

organo.

Como se indicé antes, en ambas especies tienden a aparecer rasgos de
suculencia en sus hojas, pero probablemente su incremento no fue suficiente para
que los valores CRA se mantuvieran constantes. Se ha indicado que valores
constantes de esta variable pueden ser explicados por la suculencia por ej. de

pseudobulbos en orquideas, los cuales pueden llegar a almacenar hasta un 95%

66



del agua de toda la planta (Zotz & Hietz, 2001). El agua contenida en una
estructura o tejido de almacenamiento puede ser utilizada para mantener el
potencial hidrico alto, realizar la fotosintesis y evitar el sobrecalentamiento foliar
(Zimmerman, 1990). No obstante, el mayor grosor de las hojas de C.
macrocarpum (mayor suculencia) puede probablemente contribuir a explicar la
variaciéon menor observada por Guenni (2014) en el CRA y potencial hidrico de

esta especie.

La conductancia estoméatica y la fotosintesis responden a cambios en el potencial
hidrico y en el contenido relativo de agua en la hoja aun sin pérdida aparente del
turgor celular (Collinson et al., 1997; Farooq et al., 2009). Estudios realizados por
Guenni (2014) demuestran que en C. macrocarpum y C. molle se generan dichos
cambios; en C. molle la conductancia estomatica y la fotosintesis alcanzaron
valores minimos a potenciales hidricos < -0,7 MPa y con valores del CRA
cercanos a 70%; mientras que en C. macrocarpum el efecto del déficit hidrico fue
menos severo, mostrando valores criticos de W1 -0,4 MPa y CRA 75%, indicando
una relativa mayor sensibilidad en el cierre estomatico en esta especie, en

comparacion con C. molle.

Guenni (2014) indic6 que C. macrocarpum y C. molle se pueden clasificar
tentativamente como plantas isohidricas, es decir que tienen un control efectivo
del cierre estomatico via incremento en la produccion de ABA y/o cambios en la
conductividad hidraulica, resultando esto en un valor minimo de potencial hidrico
para que ocurra el cierre estomatico. Sin embargo, este autor indica que la
respuesta de C. macrocarpum estd mas cercana a ser isohidrica que la de C.
molle, comportandose esta Ultima especie, al final del periodo de sequia impuesto
como no isohidrica. Maseda & Fernandez (2006) sefialaron que un
comportamiento no isohidrico implicaria la formacion de vasos de menor diametro
y por ende conductividad hidrica reducida, minimizando los riesgos de embolismo.
Estos rasgos (discutidos antes) fueron observados en C. molle. Asimismo, se debe
destacar que entre los cambios anatdbmicos observados en esta Ultima especie,

estuvo un incremento significativo en el nidmero de estomas por unidad de
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superficie foliar adaxial, no obstante, al parecer este incremento no estuvo
acompainado de un mecanismo eficiente de control de apertura y cierre
estomatico. Se ha prestado mucha atencién a la identificacion de parametros que
intervienen en el cierre estomatico; sin embargo, esto no se ha resuelto
totalmente, parece que el potencial hidrico foliar y la concentracion de &cido
abscisico (ABA) desempefian un papel importante en este control (Tardieu &
Davis, 1993).

Se ha indicado que en las especies donde el cierre estomatico es muy sensible a
pequefios cambios en la presion de vapor del aire y ademdas responde
rapidamente a caidas del potencial hidrico, los dafos irreversibles causados por
muerte en 6rganos y su efecto negativo sobre el rendimiento pudieran ser
menores (Farooq et al., 2009). C. macrocarpum, se ve favorecida aparentemente
por la presencia de mecanismos morfoanatomicos adicionales de control en la
transpiracion, ya que experimentd un incremento considerable en la densidad de
tricomas de la superficie abaxial, superficie en la que se ubican la mayoria de los
estomas. La relevancia de estos apéndices fue discutida antes. Asimismo, en esta
especie el grosor del mesofilo de los foliolos fue mayor, por lo que considerando
gue la resistencia de los espacios intercelulares al intercambio gaseoso es
directamente proporcional al grosor del mesofilo (Silva et al. 1999), esta especie
tendria una ventaja adicional para controlar la pérdida de agua. Se ha indicado
ademas que hojas mas gruesas son mas eficientes en el uso del agua (Boeger &
Wisnhiewski, 2002).

Guenni (2014) también indicé que las hojas de C. molle tienden a marchitarse,
mientras que las de C. macrocarpum no; el marchitamiento esta asociado a
pérdida de turgor en las células de los diferentes tejidos vivos que conforman la
estructura foliar. No se hicieron determinaciones de venacion foliar, pero es
posible que las dos Centrosema muestren patrones diferentes, que en
consecuencia generen variaciones en la irrigacion hidrica a lo largo y ancho del
foliolo y como resultado el enfriamiento efectivo de las hojas, por ejemplo en

Alvaradoa amorphoides Liebm. (taxén que soporta sequia) la presencia de
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vénulas simples o bifurcadas rematando en traqueidas hacia el margen, aseguran
una reparticion rapida de agua (Jaramillo-Pérez et al., 2015). En arroz sometido a
estrés hidrico, la disminucién de la fotosintesis y de la conductancia hidraulica
estuvo relacionada con la disminucion en el grosor de las nervaduras principales
(Tabassum et al., 2016).

El mantenimiento de la fotosintesis en C. macrocarpum aun a potenciales hidricos
mas negativos, ademas de ligarse a su mayor sensibilidad en el cierre estomatico,
puede vincularse a la presencia de células del parénquima en empalizada 11%
mas largas que en C. molle, propiciando en ellas mayor cantidad de sitios para la
fijacion de CO,, lo que conduciria a mantener una mayor eficiencia del proceso
fotosintético en condiciones de sequia. Es importante destacar, que en las
especies donde el cierre estomatico es muy sensible a pequefios cambios en la
presion de vapor del aire y ademas responde rapidamente a caidas del potencial
hidrico, los dafios irreversibles causados por muerte en Organos y su efecto

negativo sobre el rendimiento pudieran ser menores (Farooq et al., 2009).

En consecuencia, las dos Centrosema mostraron estrategias anatomicas y

fisiol6gicas diferentes para aclimatarse al estrés hidrico impuesto.
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CONCLUSIONES

e El déficit hidrico impuesto produjo cambios en la anatomia foliar en C.
macrocarpum y C. molle, las cuales mostraron un incremento en el espesor de
todos los tejidos que conforman la hoja, siendo significativas el grosor de la
epidermis adaxial y del parénquima esponjoso, y la densidad de tricomas en la
epidermis abaxial de C. macrocarpum vy, solo la densidad de estomas de la
epidermis adaxial de C. molle. Al parecer la tendencia es incrementar el grado

de suculencia a nivel foliar.

e EIl estudio anatomico caulinar en las especies de C. molle y C. macrocarpum
muestra claramente que la aclimatacion al déficit hidrico resultd en
modificaciones anatomicas, especificamente en los elementos del vaso, los
cuales disminuyeron su diametro y longitud, aumentaron su densidad y
mostraron tendencia a agruparse y a modificar los engrosamientos a nivel de
sus paredes celulares para mejorar la conduccion de agua y prevenir el colapso
bajo condiciones de déficit hidrico, lo cual tiene un impacto en el uso eficiente

del agua por la planta.

e Con este estudio se comprueba que C. macrocarpum tiene una mejor
respuesta adaptativa ante el déficit hidrico, debido a que presenta mayores
modificaciones anatdbmicas tanto en hoja como en tallo. A través de un enfoque
ecofisiolégico, la integracion de los resultados obtenidos en este trabajo,
permite aseverar que la condicion de déficit hidrico en el suelo promueve la
activacion de mecanismos que le permiten a estas especies aclimatarse a la
carencia de agua. El comportamiento observado de estas especies, permite
confirmar su relativa resistencia al estrés, mediante la combinacién de factores

de evasion y tolerancia.

e Al relacionar tedricamente las variables anatomicas con las ecofisiologicas, se
encontré una correspondencia entre las mismas, la cual ayuda a interpretar el

comportamiento de las especies estudiadas ante el déficit hidrico.
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