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INTRODUCC ION

El estudio de los procesos fisiolégicos en las plantas tiene como propési
to un entendimiento mis completo de los primeros, asi como de su relacién con

el crecimiento y desarrollo de las segundas. Para los fitomejoradores, la com

. prensifn de los fenSmenos anteriormente sefialados conducir§ necesariamente a

una fnterpretacién mds fundamentada de los efectos de los factores genéticos y
ambientales sobre el crecimiento, desarrollo y rendimiento de las plantas en
proceso de mejoramiento; ello a su vez dar§ como resultado una apreciacién mis
completa de las interacciones entre el comportamiento de las plantas en distin
tos ambientes y coadyuvars a mejorar y ampliar los criterios de seleccién del
mejorador. .

Sin embargo, hasta ahora la informacidn o conocimiento sobre aspectos fi-
siolégicos no es f4cilmente utilizable o aplicable por el fitomejorador, debi-
do a que mucha de la instrumentacién diseflada para tales estudios es costosa
y/o no permite evaluar oportunamente a grandes poblaciones de plantas. Por
eso, cuando se busca precisién en la cuantificacién de procesos, efectos o res
puestas a estimulos, se tiende a reducir el nimero de individuos a estudiar,
en tanto que para mejoramiento se requiere de poblaciones relativamente gran—
des.

Ante esta situacién se requiere pensar en conciliar en lo posible ambos
intereses, por un lado mediante la adaptacidn del instrumental del fisiélogo
para.su uso en un mayor nimero de plantas, y por el lado del mejorador reducir
al mdximo las plantas necesarias para su trabajo; de esta manera se podrian
combinar ambas disciplinas para un uso mis eficiente del recurso genético dis-
ponfble y la obtencién de mejores variedades.
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En condiciones limitantes de humedad, el estudio de las relaciones agua-
planta es determinante para entender la respuesta de las plantas a tales con-
diciones. Los pardmetros que expresan la condicién hfdrica de la planta son
el potencial hidrico (¥) y sus componentes: potencial osmético (?ﬂ) y potén-
cial de turgencia (¥ ). Para la medicién de estos parametros uno de los ins~
trumentos comdnmente utilizados es el sicrémetro de termopar tipo Peltier, que

Spaner (1951) adaptS para este propdsito.

Para la medici6n de estos parametros se requiere un sicrémetro por plan-
ta; es decir, se requerirdn tantos sicrémetros como plantas se desee evaluar.
Asi, en el mejoramiento genético se necesitaria un nimero relativamente gran-
de de estos instrumentos para tener una muestra representativa y que las infe
rencias sobre la poblacién sean confiables. Aunque en EEUU existen compafifas
que producen en serie estos sicrémetros y se pudieran adquirir los que se ne-
cesiten, su costo total serfa prohibitivo para las instituciones nacionales

interesadas en adquirirlos.

Es por esta razén que en el Laboratorio de Resistencia a Sequfa del Cen-
tro de Genética del Colegio de Postgraduados (C.P.) nos dimos a la tarea de
fabricarlos adquiriendo los elementos de que se componen, documentdndonos en
la literatura disponible al respecto y utilizando las facilidades QUe ofrecen
los talleres de la institucién, y de esta formé'disponer de suficientes sicré

metros a un precio accesible.

El objetivo de este trabajo es divulgar esta tecnologia y hacerla accesi
ble a otras instituciones de investigacion en el pafs, para que fabriquen sus
propios sicrémetros a un precio econdémico y hacer factible la medicién del po
tencial hidrico y sus componentes en un ndmero relativamente grande de plan—

tas.

Por otra parte, aunque existen una serie ‘de técnicas para la fabricacién
de los termopares (Meyn y White, 1972; Moshin y Ghildyal, 1971; Lopushinsky,
1971; Newmann y Thurtell, 1971), aquf se propone una técnica diferente que

nos parece mis sencilla, f&cil y rédpida.

Descripcion del sicrémetro

El sicrémetro es un cilindro metalico dividido en 2 partes, A y B, como

se ilustra en la Figura 1; puede ser construido de aluminio, cobre o latén.
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Figura 1.  Partes constitutivas del sicrometro de termopar. En la parte A se monta el
elemento sensor y en la B se coloca la muestra de tejido.

Alambres que conectan
al Microvoltimetro

Postes de cobre

parte A

—> termopar

parte B

Figura 2. Corte longitudinal de un sicrometro



26

La parte A tiene una cavidad concéntrica donde se monta el termopar, el cual
funciona como el sensor que detecta la humedad del tejido. La parte B también
contiene una cavidad similar a la de la A, donde se coloca el tejido o muestra
cuyo potencial se quiere medir. Las cavidades de ambas partes al juntarse for
man lo que es la cimara sicrométrica, cuyo corte longitudinal se observa en la

Figura 2.

E! termopar consta de un par de alambres delgados de 2 mm de longitud y
de diferente metal, unidos entre sf por uno de sus extremos formando un bulbo

(Figura 2); este bulbo constituye el elemento sensor.
Principio de funcionamiento

La funcidn del termopar como elemento sensor de temperatura fue descubier
to en 1821 por Seebeck (Van Haveren y Brown, 1972). Posteriormente Peltier en
1834 descubrié su efecto relacionado con la liberacién o absorcién de calor
por la unién del termopar cuando una corriente fluye a través de dicha unidn
(Van Haveren y Brown, 1972); de ahi el nombre de efecto Peltier y Sicrémetro
tipo Peltier. Mis recientemente, Spanner (1951) descubrié la aplicacién de es
te efecto para la medicién del potencial hidrico en la planta. En el caso es-
pecifico de esta aplicacién, la corriente que se aplica al termopar (8 mA) cau

sa un enfriamiento debido a una liberacién de calor del bulbo del termopar.

La temperatura que alcanza el bulbo es por abajo de la temperatura de pun
to de rocio y esto ocasiona una condensacién del vapor de agua dentro de la c&
mara alrededor del bulbo. Una vez que la corriente cesa, el agua condensada
empieza a evaporarse del bulbo hacia la atmdsfera circundante, causando una ma
yor reduccién de la temperatura del bulbo respecto a la temperatura del ambien
te en la cdmara. La magnitud de esta reduccién dependerd de la humedad relati
va o potencial hidrico y de la temperatura del aire circundante. Entre mas se
co sea el aire la tasa de evaporacidn serd mis ripida y mayor la reduccién de
temperatura, y viceversa. Por ejemplo, si el sicrémetro es suspendido sobre
agua pura, el ¥ serda 0y la humedad relativa serd de 100% en la cdmara, y por

lo tanto no se genera sefial eléctrica alguna.

Esta técnica se basa en el principio termodindmico de que el vapor de a-
gua en equilibrio con el 17iquido a la misma temperatura, tendrd el mismo Y del

ITquido, en este caso el agua del tejido. AsT, la presion de vapor de agua en
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la cdmara sicrométrica estima la condicién del agua en la muestra de tejido den
tro de dicha cdmara. El sistema de medicidn consiste de: una unidad de control
que incluye un microvoltimetro y una fuente de energia para suministrar corrien
te al sicrémetro para su enfriamiento, un sicrémetro de termopar tipo Peltier

y un bafio de agua (bafo Marfa) (Figura 3).

Figura 3. Partes del sistema de medicién: bafio Marfa, microvolti
metro y sicrbémetros.

CONSTRUCCION DEL SICROMETRO
Camara

Como se indica en la Figura 1, el sicrémetro es de forma cilindrica y cons
ta de 2 partes, A y B, cuyas dimensiones son: didmetro de 22 mm y una altura o
espesor de 10 mm; ambas partes tienen una cavidad concéntrica de 5.5 mm de dii

metro y una profundidad de 1.5 mm, que al juntarse las 2 cavidades forman la

camara sicrométrica,

La parte A es donde se monta el termopar; por esto tiene 2 orificios dia-

metralmente opuestos de 2 mm de didmetro, separados 1 mm entre si. A través
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de estos o-ificios se insertan 2 postes de alambre de cobre del nGmero 14 (1.8
mm de di&nztro) y de 30 mm de longitud. Los postes se colocan de tal manera

que sus terminales sobresalgan ligeramente (< .5 mm) de la superficie del fon-
do de la cavidad centrai ce la parte A (Figura 2), y adems deben quedar aisla
dos de esta pieza. Esto se logra con la pelfcula pl&stica y fina que cubre al
alambre y con la cubierta de resina epoxy con que se fijan los postes a la ca-

mara.

La parte A también lleva un canal concéntrico de 2 mm de ancho circundan-
do la cavidad central de esta pieza. En este canal se coloca un empaque de si
licSn (Figura 1) que sirve para sellar la cdmara al juntarla con la parte B.
Ambas partes llevan 3 orificios equidistantes en su margen exterior, donde se
colocan tornillos para sellar la cémara. Las partes A y B fueron hechas de la
tén, madiante un torno, en los talleres del Colegio de Postgraduados.

Termopar

Para la construccién dei termopar se requiere de dos alambres de di&metro
muy fino (.025 mm) y de diferente metal: uno denominado "Constantan' que es
una aleacién de niquel y cobre y otro denominado 'Chnomef', también una alea-
cién, pero de nfquel y cromo (Figura 4).

En la literatura se indican una serie de métodos para la construccidén de
los termopares (Meyn y White, 1972; Moshin y Ghildyal, 1971; Lopushinsky, 1971;
Newmann y Thurtell, 1971). En general, la técnica utilizada por estos autores
es colocar los alambres cruzados en forma de X (Figura 4) y en algunos casos
con 8 torceduras (Campbell et al., 1968) formando la unidn, para luego aplicar
un pulso eléctrico que funda los alambres y logre la formacién del bulbo. En
nuestro laboratorio se obtuvieron mejores resultados colocando los alambres co
mo se indica en la Figura 5a, ya que permite una unién de mayor tamafio que con
la metodologfa sugerida por los uutores mencionados. La fusién de los alam—
bres para lograr un bulbo sensor de buen tamafio se realizé por medio de un pul

so eléctrico de aproximadanznte 18 volts.

E) sistema eléctrico para lograr estos pulsos se ilustran en la Figura 6,
y consta b&sicamente de los siguientes elementos: un transformador de corrien-
te alterna que puede reducirla de 120 hasta 0 volts, 2 diodos rectificadores
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Chromel Constantan

Plating
de
Vidrio

Diurex

Figura 4. Colocacién de los alambres para la obtencich del bulbo,
segun el método tradicional

que cambian la corriente de alterna a directa; un condensador o capacitor de
10 uF que almacena la corriente rectificada necesaria para el pulso; 2 electro-
dos: uno de grafito obtenido de un 15piz y otro de cobre de didmetro similar
al de grafito, o sea del nimero 14 (1.8 mm de dismetro); y 2 pares de caimanes
pequeiios para fijar los electrodos.

La cantidad de energia mis conveniente para lograr un buen bulbo se deter
mina mediante la calibracién del sistema. Ello implica hacer varias pruebas
para detectar la corriente mis adecuada; si la corriente es excesiva se rompe
el alambre sin lograr la unién, y si es insuficiente la fusion de los alambres

no se realiza y tampoco se logra la unién.

Una vez calibrado el sistema, se procede a colocar los alambres en forma
de X sobre una platina de vidrio, como se indica en la Figura 5a, teniendo cui
dado que los alambres hagan contacto en su parte media; luego se pone el elec-
trodo de cobre en contacto con uno de los alambres y enseguida, con el electro
do de grafito se aplica el pulso al mismo nivel que el de cobre, pero en el o-
tro alambre, para provocar el corto circuito y la fusidn de ambos. Con este

primer pulso se logra la fusién y el corte de los alambres en el punto de
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Figura 5. Proceso de fabricacion del termopar con el método utilizado
en el laboratorio de Resistencia a Sequia
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aplicacién del pulso, obteniendo asi 2 termopares (Figura 5b).

Los bulbos resultante: generalmente son pequeifios; para incrementar su ta-
mafio y lograr una buena unién sensora, se aplica otro pulso eléctrico (Figura
5c). Esta operacidn se realiza bajo el microscopio estereoscépico, colocando
la unién de los alambres en aceite de immersin para evitar oxidacién del ter
mopar. Una vez lograda la unién o bulbo (Figura 5d), se cortan los brazos del
termopar a una longitud similar a partir de la unién, y ésta debe ser del tama
fio suficiente (2 mm) para montarlos sobre los extremos de los postes de cobre
que emergen de la superficie de la cavidad central de la parte A de la camara
(Figura 7).

MONTAJE DEL TERMOPAR

Los extremos de los brazos del termopar se colocan con la ayuda de pinzas
y aguja de diseccidn, sobre unas ranuras que previamente se hacen en las ter@l
rales de los postes de cobre (Figura 7a}. Estas ranuras se hacen con navaja
de un filo en la parte media de la terminal del poste, y deben quedar perfecta
mente alineadas entre si para que los brazos del termopar queden en linea rec-

ta.

Bajo el microscopio se colocan los brazos del termopar dentro de las ranu
ras, se centra el termopar de tal manera que el bulbo quede en medio de la ca-
vidad central de la parte A de !a cdmara. A continuacién se procede a fijar
los brazos presionando los bordes de la ranura con una aguja de diseccién o
bistur? (Figura 7b); la maleabilidad del cobre permite cubrir con estos bordes

los brazos del termopar dentro de las ranuras.

Ya fijado asi el vermopar (Figura 7c), hay que asegurarse de que éste y
los postes de cobre estén totalmente aislados del sicrémetro. Esta verifica-
cién se hace por medio de un multimetro, al indicar si existe o no resistencia
alguna al colocar los electrodos, uno en cualquiera de los postes y el otro en

la parte A dei sicrémetro.

También se dzbe medir la resistencia entre los brazos del termopar; para
ello se colocan los electrodos del multimetro sobre las terminales de los pos
tes de cobre donde estd montado el termopar. Esta resistencia no debe ser ma

yor de 8 ohms para que las mediciones sean confiables. En nuestro laboratorio
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los valores de esta resistencia oscilaron entre 2 y 3 ohms, indicando una bue

na calidad de los termopares.

Si estas pruebas resultan bien, se procede a cubrir las paredes de la ca
mara sicrométrica con parafina, con la finalidad de que la humedad provenien-
te del tejido a medir no se adhiera a las paredes. Para esto se calienta la
parte A del sicrémetro por arriba del punto de fusién de la parafina y luego
se colocan pequefios fragmentos de parafina dentro de la cavidad donde se en-

cuentra el termopar, cuidando de no contaminarlo.

Finalmente, un par de cables de 1 mm de didmetro y de una longitud de 50
cm se sueldan a los extremos de los postes de cobre que emergen hacia del ex-
terior de la parte A (Figura 8). Estos alambres son los que conducirdn la se
fial eléctrica al microvoltimetro durante la medicidn.

Figura 8. Sicrfmetro mostrando la soldadura entre los cables que
lo conectan al microvoltimetro y las partes de cobre
donde se monta el termopar.
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El microvoltimetro utilizado es el modelo HR-33T de la Wescor, Inc., el
cual incluye, ademds del voltimetro, la fuente para aplicar la corriente al

termopar y provocar asi el enfriamiento de la unidn sensora (efecto Peltier).
DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE ENFRIAMIENTO

Posteriormente, se procede a determinar el coeficiente de enfriamiento de
cada sicrémetro construido. Este se define como '‘el diferencial de fuerza e-
lectromotriz en microvoltios, que resulta de la aplicacién de la corriente op-
tima para el enfriamiento de la unién a una temperatura determinada'. Para la
determinacion de este coeficiente, se coloca el sicrémetro cerrado a temperatu
ra constante (25°C, por ejemplo), lo cual se logra colocdndolo en un tubo de
ensaye y éste a su vez se coloca en el bafio de agua (bafio Maria) - temperatura
constante.

En estas condiciones se mantiene el sicrémetro por 10 a 30 minutos para
que alcance el equilibrio térmico; luego se conecta al microvoltimetro para a-
plicar una corriente de 8 mA por 15 segundos y provocar as? el enfriamiento del
bulbo del termopar por abajo de la temperatura de punto de rocfio, después se
aplica otra corriente que mantendrd el ambiente de la cdmara a temperatura de
punto de rocfo. En esta condicién se lee en la escala de 100 del cuadrante
del microvoltimetro y ese serd el coeficiente de enfriamiento para dicho termo
par.

Se procede de igual forma con el resto de sicrémetros para determinar sus
respectivos coeficientes de enfriamiento; &stos serdn diferentes, pues aunque
el procedimiento para su manufactura fue similar, el volumen de la unién y el
tamafio de los brazos pueden diferir entre sicrémetros, y estas pequefias dife-
rencias resultan en diferencias notables en la sefial eléctrica detectada por
el microvoltimetro.

El coeficiente de enfriamiento se utiliza posteriormente para ajustar las
sefiales de cada sicrémetro, en el momento de la determinacién del ¥ o Wﬂ de la
muestra de tejido. Los valores de los coeficientes de enfriamiento de los si-
crémetros construidos en nuestro laboratorio oscilaron entre 77 y 84 microvol-
tios.
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CALIBRACION

Esta consiste en la medicion de soluciones de ¥ conocido a una temperatu-
ra determinada. En nuestro caso se utilizé una serie de so!uciones de NaCl en
un rango de concentraciones de 0 M a 2 M, a intervalos de una décima (0.1, 0.2,
0.3, ...), a 25°C. Tales concentraciones equivalen a un rango de ¥ que va de
0 a -98.8 bares (Cuadro 1), el cual cubre los Y que se observan en plantas

anuales.

Una vez preparadas las soluciones de NaCl, se procede a colocar una mues-
tra de cada una de ellas en los sicrémetros para obtener una lectura en micro-
voltios equivalente al ¥ en bares de las soluciones mencionadas. Para ello se

-utilizan discos de papel filtro del didmetro de los discos que se obtienen de
una perforadora estdndar. Se toma un disco, se humedece en la solucién a me-
dir y se coloca en la parte B del sicrémetro; éste se cierra y se mete en un
tubo de ensaye, el cual a su vez se coloca dentro del bafio Marfa a una tempera

tura constante (25°C).

Los sicrémetros se dejan asi por un periodo de 10 a 20 min para que se e-
quilibre el sistema a la temperatura sefialada; en este lapso ocurre evaporacién
del agua en el disco de papel filtro hasta que llega a un equilibrio; es decir,
cuando cesa la evaporacién dentro de la cdmara sicrométrica. Ensequida se co-
nectan los alambres de cobre al microvoltimetro y se procede a pasar una co
rriente de 8 mA por 15 seg, para lograr el enfriamiento del bulbo por abajo del
punto de rocfo. Al suspender el flujo de la corriente enfriadora, la tempera-
tura de la unién tiende a subir pero se le mantiene en punto de rocio por me—

dio del control que para este fin tiene el microvoltimetro.

Se hace entonces la lectura en el cuadrante del microvoltimetro, ajustin-
dolo con el valor del coeficiente de enfriamiento. Este valor en microvoltios
corresponde a la depresién de temperatura del bulbo seco o temperatura de refe
rencia, en relacién a la temperatura de punto de rocio; esta depresién serd a

su vez funcion del ¥ de la solucidn que se estd midiendo.

Con las lecturas obtenidas en riicrovoltios de la serie de soluciones, se
procede a hacer una grafica para cala sicrémetro ubicando los microvoltios en
la ordenada y en la abscisa a los bires correspondientes a las concentraciones

analizadas (Figura 9). Con estas ¢raficas de calibracién se convierte a ¥ la
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Cuadro 1. Potenciales hfdricos en bares de soluciones de NaCl a temperaturas entre 0 y 40°C obtenidos por
Lang (Van Haveren y Brown, 1972)

Molatidad o°c 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 4o°c

0.05 - 2.14 -2.18 - 2.22 - 2.26 - 2.30 - 2,34 - 2,38 - 2.2 - 2.45
0.10 - 4,23 - 4.3 - 4,39 - 447 - 4,54 - 4,62 - 4.70 - 477 - 4.8
0.20 - 8.36 - 8.52 - 8.68 - 8.84 - 9.00 - 9.15 - 9.30 - 9.h46 - 9.61
0.30 -12.47 -12.72 -12.97 -13.21 -13.44 -13.68 -13.91 - 14,15 - 14,57
0.40 -16.58 -16.93 -17.27 -17.59 -17.91 -18.23 -18.55 - 18.86 - 19.17
0.50 -20.70 -21.15 -21,58 -22,00 -22,41 -22,81 -23,22 - 23.62 - 24,02
0.60 -24.84 -25.39 -25.93 -26.4k4 -26.94 -27.44 -27.94 - 28.43 - 28.91
0.70 -29.01 -29.67 -30.30 -30.91 -31.51 -32,10 -32.70 - 32,28 - 33.85
0.80 -33.20 -33.98 -34,72 -35.43 -36,12 -36,82 -37.51 - 38,18 - 38.85
0.90 -37.43 -38.32 -39.17 -39.98 -40.79 -41.58 -43,27 - 43,14 - 43,90
1.00 -41.69 -42.70 -43.66 -b4.59 -45.50 -46.40 -47.29 - 48,15 - 49.01
1.10 -45.99 -47.13 -48.20 -h9.24 -50.26 -51.27 -52,26 - 53.22 - 54.18
1.20 050.32 -51.60 -52.78 -53,94 -55.07 -56.,20 -57.30 - 58.35 - 59.41
1.30 -54.70 -56.11 -57.42 -58.69 -59.94 -61.39 -61.39 - 63.54 - 64.71
1.40 -59.12 -60.68 -62.10 -63.50 -64.87 -66.23 -67.54 - 68.80 - 70.06
1.50 -63.59 -65.29 -66.84 -68.37 -69.87 -71.34 -72.76 - 74 - 75.48
1.60 -68.11 -69.96 -71.63 -73.30 -74.91 -76.52 -78.05 - 79.50 - 80.07
1.70 -72.60 -74.60 -76.40 -78.20 -80.00 -81.70 -83.30 - 84.90 - 86.50
1.80 -77.30 -79.40 -81.30 -83.30 -85.20 -87.00 -88.80 - 89.40 - 92.10
1.90 -81.90 -94,30 -86.30 -88.40 -90.40 -92.40 -94.30 - 96.00 - 97.80

2.00 -86.70 -89.20 -91.30 - -93.60 -95.70 - -97.80 -99.80 -101.60 -103.50

n €0 r N .
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lectura de cualquier muestra de tejido vegetal que se procese en los sicrdme-

tros.,

CURVA DE CALIBRACION

8 &
A, Adhd A & 2 &

8

MICROVOLTIOS

Y Lamame MBS —y-r T T Y T T Ty

-5 -10 -15 -20 -28 -30 -35 -40 -a5
¥ BarEes

Figura 9. Ejemplo de curva de calibracién de un sicrémetro a 25°C.

Medicién del v

Con estos sicrémetros se puede medir también el W". Para esto, lo que se
hace después de haber obtenido la lectura del ¥ del tejido vivo, es sumergir
la misma muestra en nitrégeno 17quido (-196°C) con la finalidad de romper las
membranas celulares, es decir el plasmalema y el tonoplasto, y de esta manera
eliminar el ¥ . De acuerdo con la f6rmula ¥ = ¥, + ¥, si ¥ =0 entonces

¥ = ¥ o sea. la lectura que se obtenga del tejido muerto sers igual al ¥o.
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