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Problema

El agua es un factor limitante para el crecimiento de las plantas en la tierra y actia
como una fuerza selectiva de primer nivel para la evolucién y distribucién de las especies
vegetales. Actualmente la falta de agua es una de las mayores limitantes en la produccién y
expansion de las areas agricolas, debido a los cambios ambientales globales y el incremento
de la aridez de muchas regiones del planeta. Por consiguiente, es relevante conocer el efec-
to de la deficiencia de humedad en los suelos sobre la morfologia, fisiologia y metabolismo
de las plantas. Las plantas difieren en su respuesta al estrés causado por el ambiente. La
naturaleza e intensidad de la respuesta puede variar considerablemente dependiendo de la
edad de la planta o del tejido, la estacién del ano, la intensidad y duracién del evento gene-
rador del estrés en la planta. La tolerancia al déficit de humedad depende de los mecanis-
mos de adaptacién de las plantas; pero las respuestas varian entre y dentro de ellas. Entre
los ajustes que la planta hace para tolerar el estrés estan los relacionados con la estabilidad
de las membranas celulares.

Las membranas celulares son las estructuras reconocidas como sitios sensores de di-
ferentes factores abidticos que generan estrés en las plantas, como el exceso de sales, la
deficiencia de humedad, la contaminacion del aire, las temperaturas altas y bajas, la acidez
del suelo, la presencia de metales pesados. La pérdida de la integridad de las membranas,
causada por fluidez excesiva o peroxidacién lipidica puede incrementar la permeabilidad
de la membrana y la muerte celular durante el estrés. El incremento descontrolado de la
permeabilidad de las membranas incrementa la liberacién de solutos, como iones, azuca-

res solubles y aminodcidos, la que esta correlacionada positivamente con la severidad del

dafio en las membranas producido por el estrés. La cuantificacién de la conductividad
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eléctrica, basada en la medicion de la cantidad de electrolitos liberados en el medio de re
suspension del tejido es utilizada para evaluar la integridad y funcionalidad de las mem-
branas celulares (Kovaleski y Grossman, 2021).

El género Agave se encuentra distribuido y bien adaptado a regiones dridas y semiaridas
por sus caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas. Varias de las especies del género Agave
son el producto de la domesticacion y se han cultivado con propdsitos diversos, como la
produccién de bebidas alcohdlicas destiladas (bacanora, mezcal, raicilla, sotol y tequila),
la extraccién de fibras, su uso en la medicina tradicional, entre otros. Las plantas de Agave
son perennes, suculentas, con raices duras fibrosas y tallos gruesos muy cortos, presentan
el metabolismo fotosintético de tipo dcido crasuldceo (MAC) y se caracterizan por su efi-
ciencia alta en el uso del agua; estos mecanismos les permiten sobrevivir en condiciones
de déficit hidrico constante. Debido a que aun se conocen sélo parcialmente los procesos
biofisicos y fisiologicos que las plantas realizan para enfrentar exitosamente el estrés pro-
ducido por los ambientes dridos y semiaridos, existe interés por la investigacién de estas
plantas para desarrollar modelos que permitan conocer los mecanismos que le confieren
resistencia al déficit de humedad prolongado.

Solucién planteada
El efecto del riego y la suspensiéon durante 20 meses fue evaluado en la permeabilidad
de las membranas celulares de las hojas de plantas de siete especies de Agave de dos afios de

edad, cultivadas en invernadero.

Material vegetal evaluado

Las siete especies de maguey evaluadas fueron: A. lechuguilla, y A. striata del subgénero
Littaea y A. americana, A. angustifolia, A. asperrima, A. cupreata, A. salmiana del subgénero
Agave. Todas tienen importancia comercial y cultural ancestral y actual, pues, destacan
por su uso para producir bebidas destiladas y fermentadas, para obtener fibras, alimentos
y forraje (Ramirez-Tobias ez al., 2014).

Las plantas fueron obtenidas de semillas y cultivadas en invernadero en el Colegio de
Postgraduados, Montecillo, México (clima BSlkw(w), con lluvias en verano e inviernos
frios), en macetas con 12 kg de una mezcla de suelo agricola y grava de tezontle en propor-
cién 3 a 1. Desde la siembra, hasta la emergencia de la segunda hoja las plantas fueron re-
gadas una vez por semana, con agua suficiente para conservar el sustrato himedo. Luego
se formaron dos grupos de plantas a uno se le proporcioné 1 L de agua cada semana y al
otro se le suspendi6 el riego durante 20 meses (humedad del suelo 30 y 3% respectivamen-
te). El potencial de agua (W,) se midi6 en el sustrato en camaras psicrométricas (Wescor
C-52, Inc, Utha, EE.UU.) conectadas a un microvoltimetro (Wescor HR-33T, Inc, Utha,
EE.UU.), operado en el modo de punto de rocio. El Wy fue —0.7+£0.07 y —=5%+0.41 e.c.
MPa en los tratamientos con riego frecuente y con riego suspendido.

Variables evaluadas
Determinacién de la permeabilidad de las membranas celulares. La permeabilidad

de las membranas celulares fue cuantificada mediante la conductividad eléctrica (en uS
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em™! g_l tejido fresco) del medio acuoso en el que se suspendieron segmentos frescos o
congelados de las hojas. Para esto, se obtuvieron con un sacabocados, cinco segmentos
de 1.5 cm de didmetro de la base al dpice de las hojas y los resultados fueron el promedio
de los segmentos de cada hoja. El peso de las muestras se obtuvo en una balanza anali-
tica (Scientech, EE.UU., precisién de 0.0001 g), se colocaron individualmente en cajas
Petri con 25 mL de agua desionizada, que se mantuvieron con agitacién ligera y cons-
tante en un agitador orbital (VSOS-4P Lab Plus Series PRO), a 25+2 °C. Las lecturas
de la conductividad eléctrica se obtuvieron con un conductimetro (Horiba B-173, Kyoto
Japon), cada 30 min durante 3 h, en 100 uL. del medio y los valores fueron ajustados a 1
g de tejido. Otro grupo de muestras se congeld y la conductividad eléctrica, de los elec-
trolitos liberados, se midi6 igual que en las muestras frescas. La permeabilidad relativa
de las membranas celulares en porcentaje, fue estimada con los cambios de la conducti-
vidad eléctrica (C.E.) generada por los segmentos de tejido fresco y por el tejido muerto

por congelacién (Cm), con la siguiente igualdad (Kovaleski y Grossman, 2021):
Permeabilidad relativa de las membranas celulares (%)=(C.E. | Cm)x 100

Disefio experimental y analisis estadistico. El disefio experimental fue completa-
mente al azar con nueve repeticiones. La unidad experimental estuvo representada por
una maceta (con tres plantas). Catorce tratamientos fueron evaluados, resultantes de la
combinacién de las siete especies de Agave y dos condiciones de humedad del suelo de (3
y 30% de humedad, sin riego y con riego). Andlisis de varianza fue aplicado a los datos y
comparaciones multiples de medias con la prueba de Tukey (P<0.05). El andlisis se realizé
con el paquete estadistico SAS V9; la representacion se realizé con el programa Sigma Plot
de Jandel Scientific (Version 11.0).

Permeabilidad de las membranas celulares. Varias caracteristicas generales de la
cinética de liberacién de electrolitos, evaluada mediante la conductividad eléctrica del
medio acuoso en que se mantuvo el tejido foliar coincidieron entre las siete especies eva-
luadas. La conductividad eléctrica generada por el tejido fresco incrementé con el tiempo
de permanencia en el medio acuoso de las siete especies; sin embargo, la tasa de liberacién
fue diferente entre ellas; con excepcion de A. lechuguilla, los tejidos de las plantas sin riego
generaron conductividad eléctrica menor comparada con la de las plantas sin riego. Todos
los tratamientos presentaron, liberacién de electrolitos acelerada en los primeros 30 min y
caida de la tasa de liberacién a partir de ese tiempo. Con excepcién de 4. lechuguilla y A.
salmiana sin riego, la liberacién lenta de electrolitos se mantuvo asi hasta los 180 min (Fi-
gura 1 y 2). Cambios de la conductividad eléctrica del medio similares a los obtenidos con
los tejidos foliares de maguey, con riego y con restriccién de humedad, fueron obtenidos
con foliolos de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris 1..) domesticado, silvestre y su progenie
afectados por estrés por frio y calor, con temperaturas entre 5 y 40 °C (Morales-Santos et
al., en este nimero de Agro Divulgacién).

Ademas, se observaron diferencias significativas entre y dentro de los dos subgéneros.
Las plantas de A. striata, del subgénero Littaea, con y sin riego generaron conductividad

eléctrica en el medio acuoso seis veces menor respecto a A. lechuguilla, durante los 180 min
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Figura 1. Conductividad eléctrica del medio de acuoso (+e.e.) durante el tiempo de permanencia de segmen-
tos de hojas de plantas de dos afios de edad de Agave spp., del subgénero Littaca, cultivadas en invernadero con
riego semanal (@) o sin riego durante dos afios (A) (n=9).
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Figura 2. Conductividad eléctrica del medio de acuoso (+e.e.) durante el tiempo de permanencia de segmentos de hojas de plantas de dos afios
de edad de Agave spp., del subgénero Agave, cultivadas en invernadero con riego semanal (@) o sin riego durante dos afios () (n=9).

de la evaluacién (tiempo en el que la conductividad eléctrica del medio se habia estabili-
zado o mostraba los cambios menores). En promedio, A. striata con suspensiéon de riego
incrementé la conductividad del medio hasta el doble, después de los 180 min, en com-
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paracién con el riego. En contraste, 4. lechuguilla no modificé la conductividad eléctrica
del medio por efecto de la suspension del riego; ademads, en esta condicion el tejido foliar
estabiliz6 la conductividad desde los 120 min, es decir una hora antes que los otros trata-
mientos (Figura 1). Estos resultados muestran que las plantas de las dos especies de maguey
del subgénero Littaea enfrentan la restriccion de humedad mediante mecanismos biofisicos
parcialmente diferentes en las membranas celulares, o mediante la composicién especifica
de electrolitos o ambos.

Las especies del subgénero Agave, como en el subgéreo Littea, también mostraron di-
ferencias significativas en la cinética de liberacién de electrolitos. Aunque las plantas de
las cinco especies del subgénero Agave con riego y restriccién de humedad incrementaron
significativamente la conductividad eléctrica del medio en el tiempo de evaluacién, en
los tejidos con riego, después de los 180 min la conductividad eléctrica maxima mostré
un gradiente con valores entre 30 y 85 uS cm”! g_l tejido fresco, en el siguiente orden:
A. salmiana < A. americana < A. angustifolia < A. asperrima < A. cupreata. Ademds, tinica-
mente en A. cupreata y A. salmiana la conductividad eléctrica mdxima del tejido foliar de
las plantas con riego se alcanzé antes de los 180 min. En esta dltima el valor mdximo se
detectd desde los 30 min y en los siguientes 150 min los cambios no fueron significativos,
pero se estabilizé totalmente desde los 90-120 min. En A. cupreata la estabilizacién de la
conductividad eléctrica se visualizé a partir de los 120 min. En contraste, en las otras
especies de este subgénero el incremento fue significativo después de los 30 min y la sa-
lida de electrolitos continu6 aumentando o tendié a estabilizarse a partir de los 150 min
(Figura 2).

En los tejidos de las plantas sin riego, del subgénero Agave, la conductividad eléctrica
maxima del medio, después de los 180 min de evaluacién, mostré un gradiente entre 65
y 140 uS em™! g7 ! tejido fresco, en el siguiente orden: A. americana < A. angustifolia <
A. asperrima < A. cupreata < A. salmiana. Ademas, de las especies del subgénero Agave,
A. americana y A. salmiana destacaron porque en la primera la conductividad eléctrica
maxima fue sélo 8 uS cm”! g_l tejido fresco mayor que con riego y en la segunda la con-
ductividad médxima del tejido de las plantas, también sin riego fue cerca de 120 uS cm”!
g_1 tejido fresco. En el subgénero Agave el incremento de la conductividad eléctrica de los
tejidos foliares de las plantas sin riego fue menor (entre 60 y 80 uS cm”! g_l tejido fresco)
en A. americana y A. angustifolia, en comparacién con A. asperrima, A. cupreata y A. salmiana
(entre 100y 140 uS cm™! g_1 tejido fresco) en la misma condicién de humedad (Figura 2).

La permeabilidad relativa (%) de las membranas es una medida del control de la salida
de electrolitos y otras moléculas, desde las regiones subcelulares hasta el medio acuoso que
rodea a los tejidos foliares. Este estudio mostré que existen diferencias significativas en la
funcionalidad de las membranas celulares de las hojas entre los subgéneros y las especies
de maguey; ademas, las plantas jévenes de las siete especies responden parcial o totalmente
diferente a la restriccién prolongada de humedad (Figura 3).

Con riego A. lechuguilla presenté la permeabilidad relativa mayor de ambos subgéne-
ros. La diferencia mayor en la permeabilidad relativa en las plantas con riego se observé
entre las especies del subgénero Littaea; en este caso, 4. striata mostrd la mitad de la per-

meabilidad relativa de la membrana en comparacién con 4. lechuguilla. Aunque sin riego,
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Figura 3. Efecto del riego (barras color azul) y su suspensién por 20 meses (barras color rojo) en la permeabi-
lidad relativa de las membranas celulares (+e.e.) de hojas de plantas de Agave spp. (n=15).

la permeabilidad relativa de ambas especies del subgénero Littaea no mostré diferencia
significativa, en A. striata ese valor fue mds del doble respecto al de las plantas con riego.
En contraste, en A. lechuguilla la permeabilidad relativa no cambi6 significativamente con
la restricciéon de humedad (Figura 3). En el subgénero Agave, la permeabilidad relativa de
las membranas en la condicién con riego fue significativamente similar en 4. americana, A.
salmiana, A. angustifolia y A. cupreata y fue menor (P<0.05) respecto a 4. aspérrima. Sin em-
bargo, con la suspension del riego la permeabilidad relativa de las membranas incrementd
significativamente A. salmiana y A. cupreata y en el primer caso el incremento fue mds del
doble (Figura 3).

La estabilidad de las membranas celulares frecuentemente es utilizada como un criterio
para evaluar la tolerancia de las plantas a la sequia, ya que el estrés hidrico causado por
la pérdida de agua de los tejidos vegetales afecta su estructura, composicién y funcién. Por
esto, la salida de cantidades mayores de electrolitos generalmente incrementa la conducti-
vidad eléctrica del medio acuoso en el que se mantiene el tejido de prueba. Sin embargo,
esto depende del tipo y cantidad de electrolitos liberados; entre estos pueden estar iones
como Na™, K*, Cat*, Fett, PO} , algunos aminodcidos, dcidos orgdnicos, entre otros.
Los resultados de los tejidos foliares de las plantas con riego indicaron que hay diferencias
significativas en la funcionalidad de las membranas entre las especies de Agave y su capaci-
dad para regular la salida de electrolitos también podria diferir entre ellas. Los resultados
de los tejidos de las plantas con riego y sin riego también pueden indicar que la composi-
cién intercelular es diferente entre las especies de Agave, y debido a esto el tipo y la concen-
tracion de los electrolitos liberados son diferentes entre ellas. Por ejemplo, los W4 menores
que —0.03 MPa, considerados con déficit de humedad, incrementan la liberacién de K*
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en la raiz de frijoles silvestres y domesticados; asi, el substrato con menor Wy incrementd
2.5 veces la liberacién de K* en las tres variantes.

Las alteraciones por el estrés hidrico en las membranas celulares pueden estar asociadas
a cambios en la estructura fisica o composicién quimicas de los lipidos (contenido, com-
posicion, saturacion y fluidez) y las proteinas dan forma y funcién a cada membrana en la
célula. Al respecto, este estudio mostré que el indice de dano en las membranas celulares
es un parametro adecuado para identificar diferencias y semejanzas entre especies de ma-
guey y que la estabilidad de las membranas celulares en respuesta al déficit de humedad es
un cardcter relativamente comun (cerca de 60%) en el género Agave.

Independientemente de la cantidad y tipo de electrolitos liberados al medio, la con-
ductividad eléctrica generada por los tejidos foliares, o alteraciones en las membranas ce-
lulares es razonable suponer que las plantas jévenes de las siete especies de Agave, en las
condiciones de este estudio, toleraron la humedad restringida en el substrato (Wa<—5
MPa) durante 20 meses sin riego, y permanecieron vivas, pues después de ese tiempo se
reactivé el riego y las plantas continuaron su crecimiento. El efecto parcial de la humedad
restringida en el crecimiento de las plantas de las mismas especies evaluadas en este estudio
fue documentado por Ramirez-Tobias et al. (2014). La disminucién relativa de la funciona-
lidad de las membranas celulares de A. striata, A. cupreata y A. salmiana puede ser evidencia
de que estas especies son menos tolerantes a la sequia prolongada en comparaciéon con 4.
americana, A. lechuguilla, A. angustifolia y A. asperrima.

El déficit de humedad prolongado en plantas jévenes de maguey provoca ajustes en
la estabilidad, integridad y funcionalidad de las membranas celulares que les permite so-
brevivir a esa condicién durante 20 meses. Independientemente de la condicién de riego
A. striata present6 la permeabilidad menor de las membranas celulares (15.56 y 33.51 uS
em™ ! 100 mg™ "), mientras que A. lechuguilla y A. salmiana presentaron los valores mayores
(101 y 137.71 uS cm™! 100 mg_l) con riego y sin riego, respectivamente. Los resultados
aportan evidencia de la mayor estabilidad de las membranas celulares de las plantas de
A. americana, A. angustifolia y en contraste con A. striata, A. salmiana y A. cupreata, lo que

permite sugerir que las especies tienen mecanismos diferentes para enfrentar el estrés por

déficit de humedad.
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