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RESUMEN

Pectimorf® 
  es un producto 
  bioactivo que potencia el crecimiento y desarrollo de las plantas en condiciones 
  de sequía. No obstante, se desconoce su mecanismo de acción en 
  la planta, por lo que la presente investigación tuvo como objetivo determinar 
  su efecto en la densidad de los estomas en la superficie foliar de plantas de 
  frijol (Phaseolus vulgaris L.). Para ello se empleó el cultivar 
  cubano Cuba C 25-9, el cual se asperjó con 10 mg L-1 de Pectimorf®. 
  Para el estudio anatómico la epidermis foliar fue observada al microscopio 
  óptico de luz (Motic) y fotografiadas con una cámara acoplada. 
  Las variables estomáticas fueron medidas mediante el programa morfométrico 
  ImageJ y procesadas con el paquete estadístico Stargrafic 5.0. Se demostró 
  que Pectimorf® 
  provoca un incremento en el índice estomático (IE) del cultivar 
  estudiado. La estructura de las células epidérmicas permaneció 
  inalterable en ambas superficies foliares; sin embargo el tamaño de las 
  células estomáticas se modificó con la presencia del producto. 
  En la superficie abaxial las células oclusivas se mostraron más 
  estrechas y cortas, lo que evidenció que las hojas de mayor índice 
  estomático presentaron estomas más pequeños. Los resultados 
  permiten aseverar que Pectimorf® 
  provoca modificaciones en los patrones de distribución y morfogénesis 
  estomática, lo que pudiera favorece el crecimiento adecuado de las plantas 
  de frijol en ambientes desfavorables.
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ABSTRACT

 Plant development 
  and growth is potentiate by Pectimorf under drought conditions, but it action 
  mechanism is unknown. Due to, to determine the effect of Pectimorf® 
  on stomatal distribution in bean (Phaseolus vulgaris L.) leaf surface 
  was the aim of this research. C 25-9 Cuban cultivar was employed and sprayed 
  with Pectimorf® 
  to rate of 10 mg L-1.To anatomical study, foliar epidermis was observed 
  to optical microscope (Motic) light and photographed with a camera attached. 
  Stomata variables were measured by morphometric ImageJ program and processed 
  with the statistical package Stargrafic 5.0. Stomata index increase was observed 
  in Pectimorf® 
  treated plant and this result could be to favour plant water status. The structure 
  of epidermal cells remained unchanged on both leaf surfaces, however, some changes 
  in size of stomatal cells were observed in presence of Pectimorf®. 
  More narrow and short occlusive cells on abaxial surface were exhibited on treated 
  plants, so leaves with the most stomatal index were characterized by smallest 
  stomata. The results obtained allowed to know that Pectimorf® 
  causes changes in the distribution patterns and stomatal morphogenesis, which 
  could be to favors successfully growing of bean plant in unfavorable environments.
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INTRODUCCIÓN

 La superficie 
  epidérmica foliar presenta un gran número de poros microscópicos 
  llamados estomas. La apertura de dichos poros se controla a través de 
  los cambios en el tamaño y la forma de dos células especializadas, 
  llamadas células oclusivas, que flanquean la apertura estomática 
  y poseen una estructura característica que les permite regular la apertura 
  del poro estomático (1). Estas estructuras se encuentran en todas las 
  partes aéreas de la planta, pero son más abundantes en las hojas, 
  dado que la epidermis y la cutícula de los órganos aéreos 
  forman una capa continua y los estomas son las discontinuidades por donde la 
  planta realiza la mayor parte del intercambio de O2, CO2, vapor de agua y otros 
  gases (1, 2).

  

  La forma de los estomas es distintiva de los diferentes grupos de plantas, siendo 
  muy conocida la diferencia entre mono y dicotiledóneas (1). Los patrones 
  de desarrollo y estructura estomática han sido abordados en diversos 
  estudios (3, 4, 5), así como la respuesta de los estomas en cuanto a 
  tamaño, apertura, y densidad en función de la concentración 
  de CO2 (6, 7), intensidad de la luz (6, 8) régimen hídrico (9, 
  10) y variación de la temperatura (11).

  

  Según la teoría más reciente que explica el desarrollo 
  y los patrones de distribución estomáticos, los mismos pueden 
  formarse a partir de células que poseen la información genética 
  necesaria, llamadas meristemoides satelitales y que se encuentran en la epidermis 
  de la hoja (12). De manera que este carácter es susceptible a cambiar 
  en ciertas etapas de crecimiento de la planta o en respuesta a diversos estímulos 
  ambientales (13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) que sean capaces de desencadenar 
  divisiones sucesivas de estas células en potencia.

  

  Razones por las cuales, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto 
  de Pectimorf® 
  en la distribución de los estomas en la epidermis foliar de plantas de 
  frijol (Phaseolus vulgaris L.).

 

 MATERIALES 
  Y MÉTODOS

 La investigación 
  se realizó en el Departamento de Fisiología y Bioquímica 
  Vegetal, del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas, empleándose 
  el cultivar cubano de frijol (Phaseolus vulgaris L.), Cuba C 25-9. 
  Para el desarrollo del experimento se sembraron un total de 30 plantas en macetas 
  plásticas de 5 L, en un suelo Ferralítico Rojo compactado (21).

  

  Con el propósito de garantizar una adecuada fijación biológica 
  del nitrógeno en todas las plantas, se aplicó Azofert a las semillas 
  en el momento de la siembra, a razón de 200 mL por cada 50 kg de semillas 
  (22). Para el estudio del efecto de la mezcla de oligogalacturónidos, 
  15 plantas fueron asperjadas con una solución de Pectimorf® 
  a razón de 10 mg L-1 al iniciarse la segunda etapa de la fase 
  vegetativa de cultivo, específicamente, en el momento en el que el 50 
  % de las plantas tenían desplegada su primera hoja trifoliada. 

  

  El muestreo foliar se realizó en las plantas controles y asperjadas, 
  cuando comenzó el llenado de las vainas y para el mismo se seleccionó 
  la tercera hoja trifoliada de cinco plantas por tratamiento. Para obtener la 
  epidermis foliar se siguió el procedimiento de raspado (23). El muestreo 
  fue siempre en el tercio medio de la hoja, entre las nervaduras y una vez obtenidas 
  las láminas epidérmicas se procedió a contrastarlas con 
  azul de toluidina. Posteriormente fueron fotografiadas con una cámara 
  acoplada al microscopio óptico de luz (Motic), con un objetivo de 40X 
  (IE) y 100X y un ocular de 10X.

  

  Se realizaron un total de 20 observaciones (400X), correspondientes a cinco 
  repeticiones por cada tratamiento. La caracterización de los estomas 
  (1000x) y la determinación del índice estomático (IE) (400x) 
  se realizaron sobre las microfotografías tomadas al microscopio y con 
  el empleo del Programa Morfométrico ImageJ.

  

  Para el conteo de estomas y células epidérmicas se consideró 
  el número de estomas cuando las dos células oclusivas estaban 
  presentes y las células epidérmicas, cuando tenía más 
  del 60 % en el área muestreada.

  

  El índice estomático (IE) se calculó utilizando la fórmula 
  siguiente (24): 

  

  IE= [E/ (E+CE)] x 100.

  

  dónde: 

  

  E: número de estomas 

  

  CE: número de células epidérmicas

  

  La comparación 
  de medias se realizó por la prueba T de Student, para el 5 % de probabilidad, 
  empleando el paquete estadístico STATGRAPHICS Versión 5.0 sobre 
  Windows (25).

 

 RESULTADOS 
  Y DISCUCIÓN

 Se pudo apreciar 
  una estructura epidérmica similar en plantas de Phaseolus vulgaris 
  L. asperjadas y en plantas controles, donde los estomas paracíticos, 
  distribuidos al azar, exhibieron dos células anexas dispuestas paralelamente 
  con respecto a las oclusivas. Estas características coinciden con la 
  descripción realizada anteriormente en plantas de frijol común, 
  donde también las células oclusivas mostraron una forma arriñonada, 
  como es típico de las plantas dicotiledóneas (Figura 
  1).





  

  En relación a su localización en hoja, los estomas se pudieron 
  observar tanto en la superficie abaxial como en la adaxial, por lo que se considera 
  una especie anfiestomática (1, 26, 27). No obstante, se pudo apreciar 
  una mayor frecuencia de aparición de estomas en la superficie abaxial 
  (Figura1). Resultado que responde a un mecanismo que han desarrollado las plantas 
  para evitar que la luz solar incida directamente sobre los estomas y evitar 
  así la pérdida de agua por transpiración. 

  

  La luz es el estímulo más importante para desencadenar el movimiento 
  estomático y la respuesta de los estomas está estrechamente relacionada 
  con la recepción y conversión de la señal luminosa en función 
  de la actividad metabólica de las células oclusivas (28).

  

  Cuando las plantas se someten a estímulos de luz cortos los estomas pueden 
  regular la transpiración mediante el mecanismo de apertura y cierre; 
  sin embargo, cuando la exposición es a largo plazo tiene otras implicaciones 
  para la planta como la deshidratación (29); de manera que la menor localización 
  de los estomas en la superficie adaxial provoca un incremento en la resistencia 
  estomática de esta superficie expuesta directamente a la radiación 
  solar y así evitar la pérdida de agua.

  

  La Tabla I muestra cómo 
  en la epidermis abaxial de las hojas de las plantas asperjadas con Pectimorf 
  ® se apreció un incremento significativo del número de estomas 
  y, por tanto, del índice estomático, que no es más que 
  un valor diagnóstico que expresa el número de estomas por superficie 
  foliar en los fragmentos de láminas foliares (30). 





  

  Este resultado reviste gran importancia tomando en consideración que 
  la transpiración y la intensidad de la respiración en las plantas 
  es directamente proporcional al número y abertura de los estomas (31), 
  ya que estos indicadores influyen directamente en la regulación del intercambio 
  gaseoso y la tasa fotosintética en las plantas. 

  

  La actividad estomática es una de las estrategias a través de 
  las cuales las plantas regulan la pérdida de agua y la ganancia de carbono, 
  ya que los estomas responden rápidamente a los cambios ambientales (32). 
  Lo anterior permite sugerir que un evento que modifique la densidad estomática 
  en función de los procesos bioquímicos de la fotosíntesis, 
  podría ser una vía eficaz para mejorar la producción de 
  algunos cultivos. En este sentido, los resultados indican que, al menos en estas 
  condiciones, Pectimorf® 
  pudiera favorecer la capacidad fotosintética ejerciendo su efecto en 
    los patrones de desarrollo estomáticos en las plantas de frijol.

  

  Por otro lado, Pectimorf® 
  funciona como un mensajero químico hormonal que regula los mecanismos 
      de crecimiento y diferenciación en diferentes cultivos, acelerando el 
      proceso de crecimiento de las plantas, por lo que este producto pudo haber favorecido 
      la simbiosis Bradyrhizobium-frijol, como ha sido informado en la aplicación 
      conjunta de Pectimorf con Azofert y de Azofert con EcoMic en el cultivo de la 
      soya (33).

  

  Se ha demostrado que los oligogalacturónidos afectan el alargamiento 
      inducido por auxinas, estimulan la formación de flores y la organogénesis 
      radical (34, 35), así como el engrosamiento de la pared en células 
      del periciclo, favoreciendo la división de células que conducen 
      a la formación de nuevos estomas (36).

  

  El análisis morfométrico de los estomas evidenció cambios 
      en la morfología de los mismos. En las plantas asperjadas con el producto, 
      tanto la longitud, como el ancho de las células oclusivas, disminuyeron 
      significativamente en relación con las no asperjadas (Tabla 
        II), observándose en las primeras estomas más pequeños.





  

  La forma arriñonada de los estomas parece ser una característica 
  importante para las plantas de condiciones de sombra húmeda y profunda, 
  pero su comportamiento dinámico lento podría conducir a un problema 
  en condiciones de sequía (37). Por tanto se pudiera pensar que los pequeños 
  estomas observados en las plantas tratadas con Pectimorf®, 
    pudieran abrir y cerrar más rápidamente, siendo capaces de incrementar 
    con facilidad la conductancia estomática de la hoja y maximizar la difusión 
    de CO2 durante condiciones desfavorables para la fotosíntesis 
    (37), si se tiene en cuenta que, la sección transversal donde tiene lugar 
    el intercambio gaseoso está determinada, tanto por la abertura estomática 
    (abertura del poro), como por las características anatómicas de 
    los estomas (del tamaño y densidad) (38), y que en consecuencia, el efecto 
    de variables ambientales en la conductancia difusiva del vapor de agua en la 
    hoja consiste en una dinámica a largo y a corto plazo. 

  

  Es posible que Pectimorf® 
  asperjado en la primera hoja trifoliada, haya favorecido la división 
      celular en la epidermis de las subsiguientes hojas, tomando en consideración 
      que los procesos a largo plazo se refieren al período de expansión 
      de las hojas (semanas) e implican efectos ambientales sobre la capacidad de 
      los estomas para afinar su apertura, pero también en su tamaño 
      y densidad (39); mientras que la dinámica a corto plazo (segundos a horas) 
      es mediada por los ajustes en la apertura del poro que son reversibles (28).

  

  La relación que se demuestra entre la densidad de los estomas y el tamaño 
      de las células oclusivas, también ha sido observada en otras especies, 
      de manera que altas densidades estomáticas suelen presentarse con células 
      oclusivas pequeñas en plantas expuestas a condiciones adversas, aun cuando 
      cada paso del desarrollo estomático, desde la iniciación hasta 
      la diferenciación, está altamente organizado y regulado genéticamente 
      (40).

  

  No obstante, la respuesta del número de estomas y el tamaño de 
      las células oclusivas a las variables ambientales pueden ser estrictamente 
      dependientes del tiempo y una de las razones por la cual, los complejos mecanismos 
      fisiológicos de respuesta estomática no han sido completamente 
      estudiados (41, 42). 

  

  La presente investigación mostró evidencias de que Pectimorf® 
  puede modificar los patrones de desarrollo estomático, minimizando la 
        pérdida de agua por transpiración. Por otro lado se encontraron 
        modificaciones en el tamaño de los estomas, posibilitando una adecuada 
        relación entre la distribución de estos y el tamaño de 
        las células oclusivas.

  

  Estos resultados constituyen el primer acercamiento al efecto que puede provocar 
  Pectimorf® 
  en la morfogénesis estomática de las plantas y sus potencialidades 
          para favorecer el desarrollo de estas en condiciones adversas. 
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plantas de frijol (Phaseolus vulgarls L), controles y asperjadas con 10 mg L' de Pectimort".
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Figura 1. Microfotografias e a epidermis fliar d plantas controls (A.C)y plantas asperjadas con 10 mg L'

de Pectimorf®.
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Tabla I. Comportamiento del indice estomtico en la epidermis abaxial de plantas de frijol (Phaseolus
Valgaris L), controles y asperjadas con 10 mg L de Pectimorf®.

Tratamieato Némero de csomas | Nimero de Al cpifrmices | _Tndice esomitics )
ot Tiess 106 20
Pesimert™ 153sh doses Tase






