UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

Facultad de Ciencias

" Captacién del carbono y movimientos orientados

de los cloroplastos en Egeria densa Planch. "

T E S I S

Que para obtener el Titulo de:
BI OL O GO

Presenta:

David Benavides Veldzquez



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Introduccibn
Antecedentes
Ubicacion taxonbmica
Metodologia
~ Colecta y tratamiento"
Observaciones generales
Movimientos de los cloroplastos
Adaptaciones relacionadas con la captacidn del carbono
Resultados '
" Observaciones generales
Movimientos de los cloroplastos
Adaptaciones relacionadas con la captacidn del carbona
Discusitn ' :
Apendice
Bibliografia

10
10

11

13

14
14
17
25
34
35



INTRODUCCION

Lta asimilacion del carbono en las plantas mediante el proceso
fotosintético ha sido motivo de gran interés cientifico debido a que
constituye la base de la productividad primaria de toda la bidsfera
y prdcticamente todns los compuestos orgdnicos proceden directa o
indirectamente de la fotosintesis.

La captaci6n del carbono en las plantas afronta diversos obs-
taculos relacionados con el ambiente en el que éstas se desarrollan.
Algunas plantas tropicales de alta productividad han desarrollado un
sistema de captacibn que les permite satisfacer las demandas de car-
bono de su metabolismo mediante la formacién de un gradiente de con-
centracién del bidxido de carbono favorable a la parte mas interna
de 1a hoja, y con ello han logrado, ademis, una notable disminucién
en la pérdida de agua mediante un aumento en la resistencia estoms-
tica. €n las plantas aculticas, los principales obstaculos para 1a
captacidn del carbono incluyen la baja velocidad de difusién del bi-
txido de carbono en el agua y la variabilidad en 1a concentracidn de
este compuesto de acuerdo con la temperatura y la salinidad. . '

En el Instituto de Quimica de Ta Universidad Nacional AutGnoma
de México se han realizado diversos estudios espectrofotométricos en
tejidos vegetales vivos y se han encontrado algunos efectos relacio-
nados con los movimientos orientados por 1a Tuz en los cloroplastos
de Egeria densa Planch. (Hydrocharitéceae) que, de acuerdo con ob-
servaciones preliminares, pueden ser jnhibidos parcialmente con al-
tas concentraciones de bibxido de carbono.

Al ponderar la importancia de la presifn selectiva que implica
la captaci6n del carbono en plantas acuiticas y su relaci6n con los
movimientos de los cloroplastos, se realiz6 el proyecto gque did ori-
gen al presente trabajo y que tuvo como objetivo determinar los prin
cipales cambios morfolGgicos y fisiol6gicos que ocurren en Egenda
densa Planch. de acuerdo con las condiciones de temperatura y foto-
periodo en las que se le cultiva, y establecer ‘1a relacifn que guar-
da todo ésto con los movimientos orientados de los cloroplastos.



ANTECEDENTES

Los movimientos de los cloropiastos son un fenmeno ampliamente
difundido en los vegetales. Se reconocen en general dos tipos de mo-
vimientos: la fotodinesis, que depende de la intensidad de la luz
pero no de su direccién de propagacién; y la fotorientaci6i de los
cloroplastos o movimiento fototdctico, en el que los cloroplastos se
orientan de acuerdo con Ta intensidad y l1a direccidn de la luz, al-
terando el patrén de distribucién de los organelos dentro de la cé-
Tula (12). La Tuz también puede ocasionar cambios en la centrifuga-
bilidad de los cloroplastos debido a la alteracifn que ocurre en la
viscosidad del citoplasma en funcifn de la intensidad del flujo Tu-
minoso. (26, 30).

En algas marinas propias de zonas de intermareas, se ha podido
demostrar que- la orientacién de los cromatéforos no ocasiona cam-
bios en el desprendimiento de oxigeno ni en la actividad de los fo-
tosistemas, por 1o que su funcibn podria restringirse a la preven~
cibn de la fotoxidacién de Tos pigmentos (19). Por otra parte, en
algunos casos, los cromatéforos de las algas se mueven de acuerdo
con ciclos circadianos bien establecidos y no de acuerdo con los cam
bios inmediatos en la intensidad o la direcci6n de 1a tuz (18). No
obstante, tanto en las algas como en las plantas superiores, los mo-
vimientos de los cloroplastos o cromatéforos ocasionan cambios en la
capacidad de los tejidos fotosintéticos de absorber la luz (12, 18).
Existe particularmente una orientacién propia de la iluminacibn in-
tensa y prolongada que se manifiesta como un agrupamiento de los clo
roplastos, y que puede ser detectada espectrofotométricamente como
una disminucibn en la transmitancia o un aumento en 1a absorbancia
del tejido en el rango de 1a Tuz visible (18). En las plantas supe-
riores no se ha podido determinar 1a importancia adaptativa de los
movimientos de los cloroplastos, pero se considera que Tos movimien-
tos fototdcticos son, probablemente, un mecanismo regulador para el
control de la fotosintesis (26).

E1 espectro de accifn de los movimientos de los cloroplastos de
diversos vegetales presenta picos en 366, 450 y 680 nm, que parecen



indicar 1a participacidn de varios receptores para el proceso (12):
los picos en el ultravioleta y en el azul se atribuyen a la partici-
pacién de flavinas, mientras que el pico en 680 nm (rojo) se atribu-
ye a la clorofila.

Tanto Tos cambios en la viscosidad del citoplasma, que afectan
Ta sujecién de Tos cloroplastos a éste, como los movimientos fototac
ticos, parecen ser una consecuencia del flujo citoplasmatico y éste,
a su vez, requiere de energia quimica en forma de trifosfato de ade-
nosina (ATP) debido a que el mecanismo que lo mueve se basa en fila-
mentos contrdctiles, que se localizan en el 1imite entre el endo y
el ectoplasma, y que posiblemente estdn formados por actina y miosi-
na. De hecho, el flujo citoplasmitico puede detenerse con inhibido-
res de la actina o de las enzimas encargadas de la ruptura del ATP
(ATPasas), y en el caso de Egeria densa Se ha comprobado directamen-
te la presencia de miosina mediante su aislamiento (12, 20).

En 1972, Konrad Seitz (26) propuso un mecanismo transductor pa-
ra el movimiento de los cloroplastos, basado en la formacidn de gra-
dientes de ATP. Seglin esta proposicibén, la intensidad y la longitud
de onda de 1a luz actilan sobre la fosforilacién oxidativa y sobre la
fotofosforilacibn para que, por efecto de ambas, se regule la dispo-
nibilidad de ATP en 1a capa de contacto entre los cloroplastos y el
ectoplasma. E1 mecanismo que se propone es el siguiente: cuando 1a
intensidad luminosa es baja, la luz ultravioleta y la luz azul esti-
mulan 1a fosforilacién oxidativa de las mitocondrias por medic duv la
excitacidnde flavinas; esto sucede primero en la parte cercana a las
paredes de la c8lula que reciben mayor cantidad de luz. A medida que
aumenta la intensidad luminosa, la fosforilacifn oxidativa llega a
un maximo de saturacidn en toda la c&lula, mientras que los cloro-
plastos utilizan a la luz azul y a 1a Tuz roja para activar, en pri-
mer lugar, la fotofosforilacién aciclica, ya que cuentan, para ello,
con suficiente fosfato de nicotinamida adenin dinucledtido oxidado
(NADP+), capaz de recibir electrones para pasar a su forma reducida
(NADPH). Durante la fijacién inicial del biéxido de carbono se consy
me mis ATP del que se sintetiza por medio de la fotofosforilacibn



aciclica y, por lo tanto, los cloroplastos se ven forzados a tomar
ATP del citoplasma circundante ocasionando una disminucifn del movi-
miento del fiujo citoplasmdtico y un incremento en la viscosidad.
Con un aumento mayor en la intensidad luminosa, se Tlega a un rango
en el que se satura la reduccién del NADP*; en estas circunstancias,
1a Tuz puede ser utilizada plenamente para la fotofosforilacién ci-
clica, con 1o cual se produce un exceso de ATP que pasa al citoplas-
ma activando su flujo, disminuyendo su viscosidad y aumentando el
movimiento de los cloroplastos. Cuando la intensidad luminosa es muy
alta y el ATP se ha acumulado en el citoplasma, aumenta Ta fuerza
cortante que dirige a &ste y a los cloroplastos, en los cuales dis-
minuye la sujecifn que los mantiene unidos al citoplasma cortical
(12), de modo que la orientaci6n de los cloroplastos que ocurre des-
pues de varios minutos de iluminacion intensa corresponde a condi-
ciones en Tas que el ATP se encuentra en exceso.

Si se considera el mecanismo descrito anteriormente para ex-
plicar los movimientos de los cloroplastos de acuerdo con la forma-
cion de gradientes de ATP, se debe tomar en cuenta que la disponi-
bilidad del biSxido de carbono puede ser un factor limitante para
el proceso. Cuando la concentraci6n del bidxido de carbono es muy
baja, las plantas acudticas incrementan su punto de compensacitn de
1a Tuz, esto es, requieren de una mayor intensidad luminosa para
{levar a cabo el proceso fotosintético; y cuando la cantidad de Tuz
que reciben estas plantas es muy baja, incrementan su punto de com-
pensaci6n del bi6xido de carbono (16). Se sabe también que Ta inten-
s1dad de la luz afecta como factor limitante de la fotosintesis en
cualquier concentracion de bi6xido de carbono, y se piensa que la
explicacifn de ésto se relaciona con una prabable actividad fotoin-
‘ducida (directa o indirectamente) de la ribulosa-1,5-bifosfato car-
boxilasa (RuBPCasa), por ser ésta 1a principal enzima encargada de
la captaci6n . del bi6xido de carbono y de su incorporacifn en com-
puestos org&nicbs mediante la carboxilacién de la ribulosa-1,5-
bifosfato (RuBP) (29).



Tomando en cuenta todo lo anterior, resulta evidente que la re-
lacién entre la disponibilidad de la luz y la disponibilidad del bi-
6xido de carbono es una parte importante de la regulacidn dei proce-
so fotosint&tico. Es tambien claro que Tos movimientos de Jos cloro-
plastos, al ocasiconar cambios en la absorbancia de los tejidos foto-
sintéticos de Tas plantas acudticas, afectan la disponibilidad de la
luz, y de esto se infiere que existe una probable relacion entre la
disponibilidad de bidxido de carbono y Tos movimientos de Tos cioro
plastos.

Para las plantas acudticas existen barreras especiales que dis-
minuyen la disponibilidad del bidxido de carbono: 1a principal dg
ellas es la baja velocidad de difusidn de los gases en el agua, que
es miles de veces menor que en el ajre., De acuerdo con J. A. Browse
y colaboradores (6), existe una capa de agua inmovil en torno a las
 hojas de Egeria densa , denominada capa limitrofe, que mide por lo
menos unas 50u de espesor y representa una resistencia a la transfe~
rencia del bifxido de carbono de casi 30 000 s/m. Esta resistencia
es entre cien y mil veces mayor que la resistencia de Ta capa limi~
trofe de aire en hojas de plantas terrestres, y ademds de ella,
Egeria densa presenta una resistencia a la carboxilacién de 3 800s/m
y una resistencia a la transferencia del bifxido de carbono en el me
s6filo 9 000 s/m. Todos estos valores fueron obtenidos en condicio-
nes experimentales en las que se mantenfa el medio en agitaci6n, pe-
ro se calcula que en condiciones naturales, en los estanques, 1a re-
sistencia a la transferencia del bi6xido de carbono podria ser entre
cinco y siete veces mayor (6). Si a todo esto se afiade que los cuer-
pos de agua naturales presentan una notable variabilidad en la con-
centracibn del bibxido de carbono de acuerdo con la temperatura, la
concentracifn de sales y la ecologia general de Tos organismos'que
los habitan, resuita evidente que Ta captacion del carbono en plan-
tas acudticas afronta una intensa presion selectiva que reguicre de
adaptaciones especiales para ser superada. Dentro de estas adapta-
ciones se puede citar la capacidad de las plantas acudticas para uti



zar al ion bicarbonato comn fuante directa de carbono para l1a foto-
sintesis (6,16), pero en xigiras mopocotiledoneas acudticas de ¢
familia Hydrncharitaceae se he demostrado ¢l desarrollo de prucesus
mas complicadds para la captacifn del bifxido de carbono que inclu~
yen la formaci6n de malatc zoms ocurve en Ya via C-4, que consiste
basicamente en la carboxilacién del fosfoenol piruvato (PEP) y la
produccidn de'oxalacetatn, que inmediatamente es transformado en ma-
lato o en aspartato. Esta via metab6lica requiere de 1a participa-
cibn de 1a enzima fosfoenol piruvato carboxiiasa (PEPCasa) para la
captacidn del bidxido de carbono en el citoplasma de las c&lulas del
mes6filo, y fué descrita originalmente para plantas terrestres de
muy alta productividad como la cafia de azicar y el maiz. Ademds de
tener una alta productividad, las plantas C-4 se caracterizan por te
ner una anatomfa foliar poco usual, asociada con la presencia de clo
roplastos dim6rficos, una reduccin en la pérdida de agua por unidad
de materia seca producida, una mayor proporcidn de Z respecto al *,
Y, como se dijo antes, por incorporar el bioxido de carbono formando
compuestos de cuatro carbonos (3). La presencia de cloroplastos di-
morficos se explica como una compartamentalizacifn del proceso foto-
sintético: mientras los cloroplastos de las células del mes6filo pre
sentan una gran cantidad de apilaciones membranales y realizan las
reacciones luminosas de la fotosintesis, los cloroplastos de las cé-
Tulas que rodean las nervaduras carecen de apilaciones membranales,
paseen mepor cantidad de pigmentos fotosintéticos, y se especializan
en realizar las reacciones obscuras de la fotosfntesis, para 1o cual
reciben el NADPH y el ATP producido en los cloroplastos de las célu-
las del mes6filo y los dcidos de cuatro carbonos producidos en el ci
toplasma de las mismas a partir de la carboxilaci6n del PEP. Los clo
roplastos especializados en las reacciones obscuras descarboxilan al
malato o al aspartato que reciben, y liberan bi6xido de carbono, el
cual, de este modo, alcanza las altas concentraciones que se requie-
ren para satisfacer los requerimientos de la elevada productividad

de 1as plantas C-4.



La mayoria de las plantas que no siguen la via C-4 captan casi
todo su carbono inorgdnico por medio de la RuBPCasa (via C-3), en la
cual se presenta una mayor afinidad por el % respecto al **. Aunque
la PEPCasa tambien capta el **C en forma preferente, presenta una efi
ciencia para diferenciar is6topos de carbono menor que la que se ob-
serva en la RuBPCasa, y es por ello que Tas plantas C-4 presentan
una mayor relacién®CA%C, en comparacién con las plantas C-3.(28).

La mayor eficiencia de las plantas C-4 para captar el carbono,
influye también en su punto de compensacifn del biéxido de carbono.
Las plantas C-3 requieren de cierta concentracién de bioxido de car-
bono para que se pueda 1levar a cabo Ta fotosintesis; por debajo de
esta concentracién, la RuBPCasa no es capaz de captar y fijar sufi-
ciente carbono y, ademas, sufre una inhibicidn competitiva por parte
del oxfigeno que ocasiona una oxidacién de Ta RuBP en lugar de su car
boxilacidn; esta reacci6n da lugar al fenSmeno conocido como foto-
respiracifn que, aunado con la respiracidén mitocondrial, da como re-
sultado que el bi6xido de carbono captado por la fotosintesis, en es
tas condiciones, sea equivalente o menor que el bidxido de carbono
liberado por estos procesos, y por lo tanto no se obtenga una fija-
cifn neta del bidxido de carbono. La compartamentalizacibn de la fo-
tosintesis en las plantas C-4, permite formar gradientes de bi6xido
de carbono favorables al estroma de los cloroplastos especializados
en reacciones obscuras, y con esto evita la fotorrespiraci6n y hace
mas efectiva Ta captaci6n del carbono, por lo que el punto de compen
sacién del bi6xido de carbono se reduce a concentraciones muy bajas,
Yy en ocasfones tan cercanas a cero que son indetectables (3).

En las monocotiledoneas acudticas de la familia Hydrocharitaceae,
como Egeria densa, Hydnilla verticilfata ¥y Elodea canadensis, el
- punto de compensacién del biéxido de carbono varia a 1o lérgo del afic:
Durante el verano, los valores son muy bajos (aunque no tanto como en
las plahtas C-4), y durante el invierno son tan altos. como los de las
de Yas plantas C-3 (2, 23). En el caso de Egenia densa, si se le cul-
tiva a una temperatura de 16°C muestra un punto de compensaciGn del



bi6xido de carbono de 48 u1/1, mientras que si se le cultiva a 32°C.
reduce su punto de compencacidn e} bitxido de carbono & 13 u1/7 nor
efacto de la aclimataci6r (%, bsras variaciones podrian explicarze
comy cambios er 1z astrazecis e asimilacién del carbono por for cua
les dominard 1z vis £-3 ar inviernn v 12 via C-4 en veranc (133},

En diversas macrafrtas acuiticas se ha demostrado la incorboraa
cibn de bibxido de carhono radiactivo en compuestos de cuatro carbo-
nos, pero el porcentaje de 8sto respecto al carbono captado via C-3
es muy variabie (13}. En el caso de Egenia densa, se ha propuesto
‘que la produccifn de &cido m8lico como resultado de la captacién de
bidxido de carbono no obedece a un mecanismo tipe (-4, sino que se
debe solamente a que 'a planta fué mantenida en concentraciones muy
bajas de bidxido de carbone (4), y su probable funci6n es balancear
los excesos de captaci6n de‘cationes en presencia de luz (7). Estas
proposiciones, sin embargo, no toman en cuenta Ta aclimatacifn de la
'planta ni explican la funcién posterior del malato cuando la rela-
cibn de iones vuelve a cambiar en el citoplasma. Un estudio amp1io
en torno a é&ste tema, que se realizd en Hydrilla verticillata, de-
mostrd suficientes caracteristicas de la via C-4 en esta planta‘co;
mo para considerar que ella, y tal vez otras hidrocaritaceas, no se
ajustan a ninguna de las categorfas fotosintéticas actuales, y deben
de ser ubicadas en un nuevo grupo caracterizado por presentar varia-
bilidad estacional en el punto de compensacifn del bi6xido de carbo-
no (13).

Uno de los estudios mds avanzados en este campo demostrd, en el
afio de 1983, que la PEPCasa de Hydrilla verticillata cambia su velo-
cidad mixima y su sensibilidad al cloruro de sodio de acuerdo con
las condiciones de aclimataci6n en las que se cultivé la planta, y
se propone que, en el verano, no solo cambia el punto de compensa-
cibn del bi6xido de carbono y la relaci6n RuBPCasa/PEPCasa, sino tam
bién el tipo de isoenzimas de T1a PEPCasa presentes en el citoplasma,
To cual ihp]ica que los cambios en la capacidad de captar el bi6xi-
do de carbono a To largo del afio se relacionancon cambios a nivel de
sintesis de proteinas (1). '



De acuerdo con todo lo anterior, un metabolismo parecido a la
via C-4 podria ser una adaptacidn que, en lugar de permitir el ahorro
de agua y favorecer una productividad muy elevada, como ocurre en las
plantas terrestres, podria satisfacer, en las plantas acudticas, las
exigencias que derivan de la alta presifn selectiva que implica la di
ficultad para captar el bidxido de carbono en el medio acudtico.

En pruebas preliminares realizadas en el Instituto de Quimica de
la Universidad Nacional Autdnoma de México, se demostrd que en Egeria
densa se presenta una acumulacidén de los cloroplastos como resultado
de una iluminacidn prolongada e intensa, y que esta orientacidn se
puede inhibir parcialmente con altas concentraciones de bidxido de
carbono. Como resultado de todo &sto, se realizd6 el proyecto que did
origen al presente trabajo y que parte de la hipftesis de que existe
una extrecha relaci6n entre los movimientos fototdcticos de los cloro-
plastos y 1a asimilacién del carbono en la macrofita acudtica Egeria
densa Planch. (Hydrocharitaceae), y que esta planta, en la que se ha
demostrado variabilidad en el punto de compensacidn del bi6xido de
carbono {2), presenta una forma especial de fotosintesis C-4 faculta-

tiva durante el-verano.

UBICACION TAXONOMICA (8, 10)

Divisién : Magnoliophyta
Clase : Liliatae
Orden : Hydrocharitales
Familia : Hydrocharitaceae
Género : Egenria
Especie : Egerdia densa Planch,
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METOLOLOGIA

Colecta y tratamiento:

Los ejemplares de Egeria densa empleados en los experimentos
fueron colectados a mediados de verano (el 3 de agosto de 1984) en
el Jardin Botdnico del Instituto de Biologia (UNAM). Se colectaron
en total 30 dpices sanos de 30 cm de longitud, sin ramificaciones
y sin flores; en cada uno de ellos se midi6 la longitud promedio de
los entrenudos desde el 42 cm a partir del) extremo distal y a lo
largo de 10 cm; este valor se promedi§ para Yos 30 ejemplares con
el fin de determinar el grado de espigamiento original.

Se realiz6 una separacién de los ejempiares en forma aleatoria
rara formar 2 lotes iguales de 15 ejemplares cada uno. E1 primer 1o
te se mantuvo dentro del laboratorio, en un recipiente cilindrico
de vidrio de 27 litros de capacidad que contenia 20 1itros de solu-
cibn Hoagland al 5% v/v; para este lote, el periodo de iluminacifn
tue de 14 h y el de obscuridad de 10 h; la temperatura se mantuvo a
30°C (aclimataci6n de verano). E1 segundo lote se mantuvo en un re-,
vipiente idéntico al del primero y con el mismo tipo de solucibn,
pero el fotoperiodo fue de 10 h de iluminaci6n y 14 h de obscuridad
con una temperatura de 12°C, para lo cual fue necesario utilizar
una c&mara de incubacién marca Fisons, modelo 600G3 THTL (aclimata-
cidn de invierno). E1 tratamiento de ambos lotes dur§ 4 semanas.

Observaciones generales:

Despues del periodo de aclimataci6n, se volvid a determinar el
grade de espigamiento medido como longitud promedio de entrenudos
para los 15 ejemplares de cada aclimatacifn.

Se determiné en un ejemplar de cada tratamiento Ta concentra-
cibn de clorofila a, clorofila b, clorofila total y relacién cloro-
fila a/clorofila b; para ello se realizé una extracci6n de los pig-
mentos fotosint&ticos en una mezcla de acetona y agua en proporcifn
8:2 y se determind espectrofotométricamente la concentracidn de las
clorofilas mediante 1a técnica descrita por A. San Pietro (24) em-
pleando un espectrofotémetro marca Perkin-Elmer, modelo 552 de doble

haz con un registrador de la misma marca, modelo 561.
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Movimientos de los cloroplastos:

Se buscaron los diferentes tipos de orientaciones de los clo-
roplastos descritas en la literatura (12, 18, 19, 26, 31) mediante
el empleo de un microscopio de polarizacidon marca Meopta, modelo
155732, y se determinaron las condiciones de iluminacidn en las que
se presentan las orientaciones detectables con esta técnica.

Para evaluar los cambios en la orientacidn de los cloroplastos
se determind su efecto en la absorbancia de las hojas; para esto se
emplearon celdas desechables de polipropileno marca Kartell, en las
que se colocaba una hoja de Egenia densa adherida a una de las pa-
redes; la hoja se sujetaba con una l&mina de vidrio delgado dispues
ta a To largo de la pared de la celda y sostenida por un trozo de
hule en la parte superior. La celda se 1lenaba de agua y 1a hoja se
ajustaba de modo que su superficie fuera perpendicular a la direc-
cién del haz de luz del espectrofotSmetro para que fuera atravesada
por &1 (en todos los experimentos se utilizd el espectrofotSmetro
descrito anteriormente). La absorbancia se midi6 siempre a 682 nm
debido a que en esta longitud de onda se observé una banda de absor
cifn en las hojas vivas de Egeria densa que puede ser atribuida a
las clorofilas.

La orientacidn propia de iluminacién intensa y prolongada se
estudi6 mediante el empleo de las celdas antes descritas; una vez
que las hojas eran ajustadas en la celda, se Tes daba un perfodo de
pbscuridad total de 2 h y, posteriormente, se aplicaba en ellas un
haz de Tuz blanca de 3 600 lux de intensidad; el haz de luz proce-
dfa de una lémpara incandescente para microscopio, marca Bausch &
Lomb con un filtro azul para eliminar el exceso de luz roja e infra
roja. La ldmpara se colocaba a 4 ¢m de la hoja, y la intensidad lu-
minosa para estas condiciones se determiné con un detector marca
Tectronix, modelo J6511, con fotodiodo de silicio y adaptado a un
fotbmetro digital marca Tectronix, modelo J16 Option 2.

Se realizaron mediciones de absorbancia a 682 nm cada minuto
durante un perfodo de iluminacién de 30 min y se obtuvieron
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gréficas de absorbancia contra tiempo de iluminacidn para hojas con
aclimatacién de verano e invierno y, en cada caso, Se probaron me-
dios carentes de bidxido de carbono y medios con una concentracifn
2 wM de bi6xido de carbono. Estas concentraciones se determinaron
por titulaci6n con hidroxido de sodio y, para mantenerlas constan-
tes, se aplich una capa de parafina sobre el medio, de modo que Ta
celda quedara sellada. En todos Tos experimentos se emplearon hojas
. tomadas a 7 cm del extremo distal de cada planta.

Para determinar la relacién entre el bifxido de carbono presen
te en el medio y la orientaciton de los cloroplastos, se obtuvieron
curvas de dosis contra respuesta para cada-aclimataci6n. Dado que
1a orientacion estudiada se asocia con una disminucién de la absor-
bancia, su magnitud fue evaluada como un cambio porcentual de 1la
absorbancia de las hojas despues de 30 min de iluminaci6n, emplean-
do ahora luz directa de sol. Estos valores se obtuvieron como:

-x 100

Ca = AL A

Ai

En donde C¥A representa el cambio porcentual de la absorbancia
a, 682 nm, Ai representa la absorbancia inicial en 682 nm y Af repre
senta la absorbancia final en 1a misma longitud de onda. .

Para cada curva de dosis contra respuesta se empled un mfnimo
de seis concentraciones diferentes de bidxido de carbono pero, de-
bido a la dificultad para emplear una misma hoja, en virtud de los
dafios que la técnica ocasionara, se emplearon diferentes hojas para
cada concentracibn y se minimizaron algunas diferencias entre las
hojas utilizando s@lo las de dos verticilos contiguos (se presentan
de cuatro a cinco hojas en cada verticilo). De este modo, cada cur-
-va fue elaborada con hojas de una misma planta y muy similares en-
tre s, aunque, a pesar de todo, la variabilidad en los valores de
absorbancia inicial entre las hojas y la magnitud de la incertidum-
bre en el cdlculo de las concentraciones, impidieron comparar datos
de experimentos diferentes, de modo que cada curva se obtuve de una
sola determinacién para cada concentracién, aun cuando en todas las
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pruebas se observara una misma tendencia.

Adaptaciones relacionadas con la captaci6n del carbono:

Como primera aproximacifn experimental para determinar la via
de captaci6n del carbonoen Egeria densa, se observb la anatomia fo
liar de los ejemplares de cada aclimatacidn a través del mismo mi-
croscopio de polarizacién mencionado anteriormente y empleando la
técnica de tincibn del almidén de los cloroplastos descrita por J.
Coombs y D. 0. Hall (9 en la que se aplica lugo! a tejidos previa
mente fijados en alcohol. Estas observaciones se hicieron en plan-
tas con 4 y 8 semanas de tratamiento para cada aclimatacibn y fue-
ron complementadas por medio de la técnica de microscopia electro-
nica de transmisi6n, empleando para ello un microscopio electroni-
co marca Jeol, modelo 100B.

Otra determinacién relacionada con la via de captaci6n del
carbono, fud la relaci6n isot6pica °C/2C. Para ello se realizd la
combustidn de una muestra de material de cada aclimataci6n pre-
viamente secado y pulverizado. E1 biSxido de carbono producido por
la combustidn se corri en un espectrémetro de masas marca Finnigan,
modelo Mat 250 con triple colector. La relacifn se calculé como:

§190 Yy =[ R de la muestra | , 1000
R estandar

donde R representa la relaci6on masa 45/ masa 44 del bibxido de
carbono. Se tomé como referencia el estandar internacional PDB,
formado por carbonato de calcio de una muestra de belemnita proce-
dente de Carolina del Sur.

La parte experimental de este trabajo cont6 con la colabora-
cidn del Dr. Roberto Ortega para la determinaci6n de la intensidad
luminosa; del Dr. Alfonso Cirabez, Jorge SepGlveda y Rodolfo Pare-
des pard lo que corresponde a microscopia electrfnica; y del Dr.
Rolando Castillo, el Dr. Pedro Morales y el Quim. Salvador Ramos
para las determinaciones de la 6°C. En el tratamiento de aclima-
tacion y la espectrofotometrfa se recibieron aportaciones del Dr.
Barbarin Arreguin y del Quim. René Villena. A todos ellos: Gracias.
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RESULTADOS

Observaciones generales: Las muestras originales de Egeria densa
presentaron una longitud promedio de entrenudos de 4.52 mm con una
desviacifn estandar de 1.19 mm; después de 4 semanas de aclimatacién
de verano, las muestras redujeron esta longitud a 2.75 mm con una des
viaci6n estandar de 0.35 mm. Con el mismo tiempo de aclimatacibn, pe-
ro a condiciones de invierno, la longitud promedio de entrenudos au-
mentd a 6.08 mm con una desviacién estandar de 0.84 mm. En otras pa-
labras, se observa una tendencia al arrosetamiento en verano y al es-

pigamiento en invierno.

Para los ejemplares de verano se encontrd una cantidad total de
clorofilas de 0.532 mg/g de peso fresco, que representaban 0.358 mg/
g de peso fresco para 1a clorofila a, y 0.174 mg/g de peso fresco pa
ra la clorofila b, con una relacidn clorofila a/clorofila b de 2.05.

En los ejemplares de invierno, la cantidad total de clorofilas
fue de 0.659 mg/g de peso fresco, con 0.440 mg/g de peso fresco para
1a ¢lorofila a, 0.219 mg/g de peso fresco para la clorofila b, y una
relacién clorofila a/clorofila b de 2.01.

Movimientos de los cloroplastos: Se observaron principalmente 3
tipos de orientacidn: la orientacion de obscuridad, en la que los clo
roplastos se encuentran dispersos aleatoriamente por toda la célula;
Ta orientacidn de luz tenue o de poco tiempo de iluminacifn intensa
(alrededor de 1 min}, en la que los cloroplastos giran alrededor del
citoplasma, en las partes cercanas a las paredes perpendiculares a la
superficie de la hoja; y la orientacidn de iluminacién intensa y pro-
longada, en la que los cloroplastos se acumulan en la parte central de
la c8lula. Como por To general se utilizé iluminacibn intensa (de mis
de 3 600 lux), 1a orientacidn de Tuz tenue o de poco tiempo de ilumi-
naci6n intensa, que se muestra en el esquema 1, se designé como "la
orientaci6n temprana", y la orientacién de iluminacién intensa y pro-
longada, que aparece en el esquema 2, se design§ como "la orientacifn
tardia".

Las hojas de Egeria densa presentan dos capas de células en el
Timbo, y en cada capa, Tos cloroplastos se mueven en forma independien
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te. Los cambios en el tipo de orientaci6n son mds rdpidos en la ca-
pa adaxial, en la que, aderds, las células son mis grandes. A lo

largo de la hoja, y para cada capa de céluias, los cambios de orien
tacién son mas rapidos en la parte distal que en la parte proximal.

Cuando la iluminacidn es muy tenue, los cloroplastos no ini-
cian su rotacidn de inmediato, sino que se alinean en las paredes
perpendiculares a la superficie de 1a hoja y ahi permanecen quietos.
Cada cloroplasto presenta una forma ovalada o casi circular si se
le ve en planta, pero en una vista lateral, su forma se muestra muy
alargada. Esta forma alargada se observa claramente en las orienta-
ciones de luz tenue, pero cuando Tos cloroplastos adoptan la orien-
tacién tardia, muestran una forma casi circular (esquemas 1y 2).

Los movimientos de Tos cloroplastos ocasionan cambios en 1a ab
sorbancia de las hojas vivas de Egerdia densa. Durante el primer mi-
nuto de iluminacién intensa, se observa un pequefio aumento en la ab
sorbancia cuya magnitud es variable debido a que la absorbancia en
condiciones de obscuridad depende de una dispersién aleatoria de
los cloroplastos y es, por lo tanto, muy variable. La grafica 1
muestra los cambios tipicos en 1a absorbancia de-acuerde con la
orientacidn de los cldrop]astos. Después del primer minuto de ilumi
nacibn intensa, se observa un decaimiento brusco de la absorbancia '
debido a que los cloroplastos se agrupan y proyectan sombra unos so
bre otros. Despues de 10 min con esta iluminaci6n, se empieza a es-
tabilizar la absorbancia tendiendo a un cierto 1imite pero, si en
este momento se vuelve a condiciones de obscuridéd. la absorbancia
aumenta gradualrente debido a que Tos clqrop]astos tienden a disper
sarse.

Después de 30 minutos de iluminacibn intensa, los cloroplastos
se encuentran densamente agrupados en las c&lulas de ia capaadaxial
y tienden a ocultar las agrupaciones de los cloroplastos de la capa
abaxial, por 1o que, en estas condiciones, la absorbancia ya casi
no disminuye con mayor iluminaci6n.

En las gréficas 2, 3, 4 y 5, se observan las variaciones de la
. absorbancia en funci6n del tiempo de iluminacién intensa de las hojas
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vivas de Egeria densa de cada aclimatacidn, en presencia o en aUseg
cia de bibxido de carbono. En todas estas grdficas se observa un
comportamiento similar, aunque el rango de variaci6n en la absorban
cia es variable. Cada grdfica se obtuvo del promedio de 3 repeticic
nes y, a partir de ellas, se determind el cambio -porcentual de 1la
absorbancia en 30 min de iluminaci6n intensa respecto a la absorban
cia mixima para Tos 4 tipos de condiciones experimentales menciona-
dos; estos resultados se muestran en la gréfica 6, en la que se pue
de apreciar que el maximo cambio en la absorbancia corresponde a
las muestras de verano en las que el medio consistia de una solu-
citén 2 mM de bibxido de carbono (con un cambio en la absorbancia de
45. 44%) A este cambio en la absorbancia le siguen en orden decre-
ciente- de magnitud, el cambio observado en las muestras de verano
e un medio libre de bidxido de carbono (44.97%) y, con poca varia-
ci6n, el cambio en los ejemplares de invierno en un medio similar
al anterior (43.37%). Por su parte, los ejemplares de invierno en

" una solucién 2 mM de b16x1do de carbono muestran un cambio en la ab
sorbancia notablemente menor que los otros (34.51%).

Al evaluar el cambio porcentual en la absorbancia de las hojas
de Egeria densa en diversas concentraciones de bi6xido de carbono,
se observa una relacifn dosis-respuesta casi lineal para las 2 acli
mataciones (graficas 7 y 8) en la que, a mayor concentracién de bi-
6xido de carbono, el cambio en la absorbancia es menor. En Tos ejem
plares de verano (gra&fica 7), se obtuvo una correlacin de -0. 9883
para la relaci6n dosis-respuesta cuya férmula es: '

~.C%A = -2.995X + 43.879
en dondé'C%A es el cambjo porcentual de la absorbancia a 682 nm y X
es 13 concentracibn milimolar de €0, .(las unidades de la ordenada
son relativas y se dan como porcentaje).

En los ejemplares de invierno (gré&fica 8) se obtuvo una corre-
laci6n de -0:9609. para la relaci6n dosis-respuesta cuya fdnndla es:

CxA = -2,190X + 39.522
con la misma simbologfa descrita anteriormente.
En la orientacitn temprana, la rotacién de los cloroplastos se

-
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realiza principalmente en sentidos contrarios entre células conti-
guas que presentan grdn superficie de contacto. Por otra parte, si
la ilumiracidn intensa es muy prolongada, la orientacién tardfa no
. sGlo permite que los cloroplastos de una célula se eclipsen entre
st, sino que, ademds, los climulos de cloroplastos de las dos capas
de cé&lulas de Ta hoja tienden a eclipsarse y se agrupan en una di-
reccidn similar.

Adaptaciones relacionadas con la captacifn del carbono: Las
hojas de Egeria densa muestran una forma alterada del sfndrome
Kranz. (propio de las plantas C-4) durante el verano y en las pri-
meras siete semanas de aclimataci6n de invierno. Este sfndrome se
caracteriza bsicamente por la presencia de dos tipos de cloroplas
tos: en comparacibn con las células del limbo, las células que ro-
dean la nervadura central de las hojas de Egeria densa presentan
claroplastos de mayor tamafio, con menor pigmentacién y con un con-
tenido muy alto de almiddn, que se manifiesta por una coloracifn
muy intensa con lugol, por una desviacién del plano de la luz muy
similar a 1a que ocurre en grénulos de almidén, y por la observa-
¢idn de grandes espacios para almid6n a traves del microscopio
electrbnico. Por su parte, las células del Timbo presentan cloro-
plastos de apariencia normal, ricos en pigmentos, y con poco con=-
tenido de almid6n, aunque algunas de las células de la base de la
hoja suelen presentar cloroplastes ricos en almidén.

La distribucién de los dos tipos de cloroplastos presenta va-
riaciones de acuerdo con la aclimataci6n. A To targo de todo el
tratamiento de verano, tos cloroplastos ricos en almid6n se presen
tan en la décima‘parte de la nervadura central, en la posicifn cer
cana a la base, y rara vez aumentan lo suficiente para presentarse
ep mis de la quinta parte de la nervadura. A las cuatro semanas de
aclimatacifn de invierno, los cloroplastos ricos en almidén se pre
sentan a To largo de toda la nervadura, pero desaparecen por com-
pleto a las ocho semanas de aclimatacitn.

En la espectrometria dé masas se obtuvieron los siguientes re
sultados: en las muestras de verano, la §2C fue de -25.13 Y% en
las muestras de invierno la relacién fue de -34.97 %..
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ESQUEMA 1:

Orientaci6n de los cloroplastos de Egeria densa
después de 1 min de iluminaci6n. Se observa un

giro ordenado a lo largo de las paredes perpen-
diculares a la superficie de la hoja.

ESQUEMA 2:

Orientacin de los cloroplastos de Egeria densa
. despues de 30 min de iluminaci6én. Se observa su
agrupacibn inmévil y densa. )
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DISCUSION
Las técnicas desarrolladas en este trabajo para el estudio de los

movimientos orientados de los cloroplastos, aunque fueron efectivas,
presentan algunas limitaciones. E1 principal problema en 1a préctica
fue la formaci6n de burbujas entre la pared de la celda y la 18mina

de vidrio que sujeta a la hoja; estas burbujas pueden ocasionar el des
prendimiento de la hoja y, al desajustarla, conduce a lecturas inco-
rrectas de absorbancia. Cuando el haz de luz del espectrofotémetro no
incide sobre la misma regi6n de la hoja en cada lectura, los datos
que se obtienen no pueden ser comparados y, ademds, cuando el haz in-
cide sobre 1a nervadura o queda incidiendo parcialmente fuera de la
hoja, las lecturas se distorcionan y aparecen picos de absorbancia en
regiones que no permiten explicarlos por la accién de los pigmentos
(debido a efectos de difracci6n), o bien aparecen minimos de absorban-
cia demasiado pronunciados cuando el haz cubre zonas en las que no hay
tejidos. La aparici6n de estos efectos indica que los datos obtenidos
deben ser desacartados, y esto, unido a los problemas descritos en la
metodologfa, impide tener un grdn nimero de repeticiones por cada expe
rimento.

A pesar de los problemas descritos, las tendencias y el comporta-
miento general de los cloroplastos ante la iluminacién intensa mostré
patrones claros y reproducibles.

La grafica 1, para cuya elaboraci6n se emplearon simultdneamente
las técnicas de espectroscopia y microscopfa, demuestra que los movi-
mientos de Jos cloroplastos tienden a disminuir la absorbancia del te-
jido cuando 1a iluminacifn es intensa y a incrementarla en la obscuri-
dad. Esto implica una notable disminucidn en la disponibilidad de luz
para la fotosintesis después de una iluminaci6n prolongada; de hecho,
en los resultados que se muestran en las gr&ficas 2, 3, 4 y 5 se obser
va que después de 10 min de iluminacién, la absorbancia de las hojas
disminuye en un 30 o 40% aproximadamente, 1o cual serfa equivalente a
reducir la concentraci6n de pigmentos en la misma proporcién. Sin em-
bargo, cuando se aplica bidxido de carbono en el medio (gréficas 3 y 5),



26

el decaimiento de la absorbancia es mds lento y, en el caso particu-
Jar de las muestras de invierno, se observa que la mixima absorban-
cia no se da antes de 1 min de jluminacién, como en los otros casos,
sino un poco después. Si los movimientos de los cloroplastos no fue-
ran parte de la regulacidn de la fotosintesis y s6lo dependieran de
ta iluminaci6n diurna, como To sugieren W. Nultsch y colaboradores
(19) para los cromat6foros de algas, entonces no deberfan variar los
resulatados al aplicar bi6xido'de carbono. Debe tomarse en cuenta
que Egeria densa estd muy lejos de ser un alga, y puede ser conside-
rada como una planta muy avanzada en la escala evolutiva, ya que per
tenece a la clase Liliatae (monocotiledoneas), que se cataloga en ge
neral como la clase mds avanzada del reino Plantae (10). Con estas
consideraciones, la influencia del bidxido de carbono en los movimien
tos de los cloroplastos resulta de particular importancia debido a
que &ste es uno de los tres factores primarios que requiere el cloro
pasto para realizar la fotosintesis (los otros son la luz y el agua).
Aunque la bioenergética de este proceso se compHca por la presencia
de pigmentos antena, ademds de los centros de reaccién, es evidente
que se requiere de un equilibrio entre la cantidad de Tuz que se cap
ta y la cantidad de bidxido de carbono que se fija para la produccifn
de azucares (16, 29), y cualquier proceso que tiende a mantener este
equilibrio debe ser considerado como un mecanismo de regulacidn de
la fotosfntesis; tal es el caso de los movimientos orientados de los
cloroplastos que, como se observa en las grdficas 7 y 8, conducen a
un decremento notable de la absorbancia (que allf se expresa como
cambio porcentual de la absorbancia) cuando la concentracién de bi-
6xido de carbono es baja, y de este modo reducen la disponibilidad
de 1a Juz para la fotosintesis. Cuando, por el contrario, la disponi
bilidad del bi6xido de carbono es alta, se mantiene la absorbancia
inicialv(esto es, casi no hay cambio en Ta absorbancia ante la ilumi
nacidn) y por lo tanto se favorece una gran disponibilidad de luz.
Respecto al uso de Tos términos "alta" y "baja" disponibilidad
de bidxido de carbono, es conveniente hacer algunas consideraciones:
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1a concentraci6n 2 mM de bi6xido de carbono utilizada en las pruebas
de absorbancia en funci6n de 1a iluminaci6n, cuyos resultados se .
muyestran en las grédficas 2, 3, 4, 5 y 6, fue elegida debido a que,
de acuerdo con J. A. Browse y colaboradores (6), en esta concentra-
cibn se alcanza mds del 80% de la productividad fotosintética de
saturacién de biéxido de carbono, sin embargo, los experimentos de
estos autores fueron hechos con agitacidn, mientras que en las cel-
das empleadas en el presente trabajo puede esperarse la formacibn de
gradientes de bidxido de carbono debido a que la captacibn de éste
por la hoja es mds rdpida que su difusi6n en un medio estancado, con
To que se acent(ia el efecto de las barreras que mencionan los mismos
autores y que obstruyen el trayecto del bi6xido de carbuno desde el
medio hasta la carboxilaci6n de la RuBP. De este modo, después de va
rios minutos de iluminacidn, la concentracién del bi6xido de carbono
en el medio cercano a la hoja habrd disminuido y resultarg insufi-
ciente para el buen funcionamiento de la fotosfntesis, por 1o que se
necesitardn concentraciones mayores para una saturacidn del proceso
fotosfntético realmente efectiva. De acuerdo con lo anterior, sélo
-pueden considerarse "altas" las concentraciones mayores de 2 mM; y
alrededor de la concentraci6n 15 mM, donde las grificas 7 y 8 mues-
tran poco o ningun cambio en la absorbancia, se puede hablar de con-
centraciones "muy altas" y, quiz&, de una saturacifn efectiva de bi-
6xido de carbono para la fotosfntesis. '

Otra consideraci6n importante se refiere a los medios que se
mencionan en la metodologfa y en los resultados como “1ibres de bi-
6xido de carbono”. Para lograrlos, se mantuvo agua destilada en ebu
14ci6n durante 20 win y se enfri6 en una atmésfera libre de bi6xido
de carbono que se consiguié haciendo pasar aire por una solucién 1 M
de hidréxido de sodio. Para llenar las celdas con esta soluci6n se
usaron jeringas y después se selldé cada celda con parafina (esto G1-
timo se hizo también en las soluciones con bi6xido de carbono), pero
el simple hecho de tener l1a hoja de Egeria densa adentro, implica Ta
1iberaci6n de bi6xido de carbono por las mitecondrias y, ademds, pue



28

de haber una cierta cantidad de bi6xido de carbono unidoa laRuBPCasa
de los cloreplastos y que dificilmente podria evaluarse .4n vivo, pues
sofo se manifiesta como un cambio en el pH esperado tedricamente en
los cloroplastos (27). Por todo lo anterior, los medios "libres de
bidxido de carboﬁo" no 1o son en forma absoluta, sino que solo se
mantienen con la minima cantidad de biéxido de carbono que la técni-
¢a permite. '

Una vez hechas todas estas consideraciones bdsicas, se pueden re
lacionar los resultados del presente trabajo con el modelo propuesto
pov Konrad Seitz (26) ‘que se menciona en los antecedentes. De acuerdo
cap este autor, la orientacidn que adopten los cloroplastos dependerd
de 13 disponibi]idad-de ATP en diferentes partes del citoplasma, y
esta disponibilidad, a su vez, dependers de la formaci6n de gradientes
de AIP con la participacion de mitocondrias y cloroplastos. Para la
orientqcidn tardia, es necesaria 1a acumulacibn de una grdn cantidad
de AI? en la célula, y esto se logra cuando la fotofosforilacién aci-
ulica se ha saturado. Aunque este autor menciona la participacion del
bioxido de carbono en este proceso, su atencifn se centra en 1a dispg
nibildad de NADP¥ y se toma a &ste como el factor limitante: cuando
no hay NADP*, el ATP se acumula y los cloroplastos adoptan la orienta
ci6n tardia. Es obvio que cuando no hay bidxido de carbono, el NADPY
pasard a su forma reducida por las reagciones tuminosas de la fotosin
tesis y ya no se oxidard, por lo que el ATP comenzard a acumularse.
Sin embargo, si se considera al NADPT como factor principal, la orien
tacién de los cloroplastos dependerfa de 1a concentracidn de esta sus-
tancia en los cloroplastos, y sus implicaciones ecolGgicas o adaptati
vas no serfan muy claras. Los resultados del presente trabajo demues-
tran que el factor externo determinante para los movimientos de los
cloroplastos (ademds de 1a luz, por supuesta) es la concentracién del
bibxido de carbono, y al considerar a &sta como el factor principal
del proceso no se contradice el modelo de Seitz, pero si se permite
ampliarlo y darle un sentido mas ecolfgico. Para cualquier vegetal es
importante evitar la fotoxidacidn de sus pigmentos, y 12 reduccibn de
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1a absurbancis por la orientacién tardfa de los clorepiastas on las
hojas de Egeria densa podria ser un mecanismo aswciado a esty. Wien-
tras la fotosintesis se encuentra saturada de bidxido de cavbone, nu
tendria sentids disminuir la absorbanciae , y esto es precisamente lo
que se evite en dyendia densa de acuerdo con las grdficas 7 v 8, en
las que se demuesira quec las altas concentraciones de bidxido de car
bono conducen ai mantenimiento de una alta absorbancia evitando la
formacidn de la orientacidn tardia. De este modo, resulta claro que
los movimientos de los cloroplastos forman parte de la regulacidn de
la fotosintesis en Egendia densa (y probablemente en todas las hidro-
caritaceas) y que con ellos se logra mantener un equilibrio entre Ia
cantidad de luz y la cantidad de bigxido de carbono disponibles.

El buen &xito que muestran las hidrocaritaceas en los cuerpos
de agua ha 1lamado la atencibn a lo largo de mucho tiempo, pero es
hasta hace relativamente poco que se ha ponderado al bibxido de car-
bono como fuente de una grén presidn selectiva. R. A. Hough, por ejem
plo, describe una disminucién en 1a tasa de fotosintesis de Efodea
canadens{s durante la tarde, pero no toma en cuenta la orientacidn
de los cloroplastos ni las variaciones de la concentracifn del bi-
6xido de carbone en el agua (14), por lo que sus observaciones resul
tan incompletas y podrian simplificarse mucho si s6lo se diera al bi-
6xido de carbono la importancia que tiene.como factor limitante.

Un aspecto interesante en los resultados del presente trabajo es
1a aparente coordinacidn que existe entre los movimientos de Tos clo
roplastos de varias células. El hecho de que los c]orop]astos'de una
¢élula tiendan a eclipsar a los de otra podria explicarse facilmente
si la sombra que proyecta el climulo de cloroplastos de cada célula
de Ta capa adaxial influyera en el gradiente de ATP de las células
de 1a capa abaxial, pero esto es poco probable debido a que, en es-
tas condiciones, toda el citoplasma se encuentra practicamente satu~
rado de ATP. Es posible que la coordinacifn entre c&lulas diferentes
se relacione con la participacifn de los plasmodesmos. En los experi
mentos realizados por A. Witztum, en los que se aplic6 3-(3,4-diclo
rofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU) a hojas de Elodea densa, se observd
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que los cimulos de cloroplastos se alinean a 1o largo de varias celu
las para formar un patrSn de bandas bien definido (31). Este patrén
de bandas, que requiere de una iluminacién muy prolongada, no ha si-
do observado en condiciones naturales, pero en Egesia densa resulta
evidente que una iluminacidén muy intensa y prolongada conduce a la
formacin de patrones en los que 1os cloroplastos de diferentes célu-
las se égrupan en una misma direccidn respecto a 1a hoja en su con-
junto. Si se considera que todas las células de 1a hoja de Egeria
densa se encuentran comunicadas para formar parte de unsolo simplas-
to (11), debe considerarse también que la orientacién de los cloro-
plastos podria estar coordinada entre las diferentes c&lulas, pero
para aclarar esto se requiere de mayor investigacifn en este campo.

Otro aspecto en el que se requiere de mayor informaciGn es el
efecto de los reguladores del crecimiento en los movimientos de los
claroplastos. Se sabe que las giberelinas, heteroauxinas, cumarina y
otros reguladores del crecimiento pueden afectar 1a orientaci6n de
los cloroplastos en forma variable de acuerdo con su concentracidn
“{22), y ya que en-el presente trabajo se observd una variacién en
el grado de esbigamiento de las muestras de acuerdo con la aclima-
tacibn, la participacidn de los reguladores del crecimiento, que proba-
blemente varia de verano a invierno, podria ser importante. Sin em-
bargo, este tipo de apreciaciones no se ajusta a los objetivos que
se plantean en la intraoduccidn del presente trabajo, y 1a interpreta-
cidn de las variaciones relacionadas con la aclimataci6n se hard
sGlo en furiciﬁn de las estrategias de captaci6n del carbono.

Las limitaci6nes que se han descrito para la técnica empleada
en el estudio de 1a captaci6n del carbono en Egeria densa, impiden
la comparacidn de las pendientes de las relaciones dosis-respuesta
de las diferentes aclimataciones, y la mayor inclinaci6n de 1a recta
en la relaci6n de invierno respecto a la de verano puede atribuirse
a que, en ésta Gltima, se utilizé un intervalo mayor para 1as concen-
traciénes de bi6xido de carbono. Sin embargo, en los experimentos
realizados con soluciones 2 mM de biéxido de carbono (grifica 6) re-
sulta claro que esta concentraciton solo es suficiente en el invierno
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para causar una inhibici6n detectable en la arientacitér tardis de
los cloroplastos. Esto indice que, en concentraciones medianis o re-
lativanente bsjes, 1a tendencia a la saturacifn en la ciaplacitn de
bidxido de carbono pary i fotosintesis se inicia primere en las mues
tras de invierno, v esto resulta de particular interés ¢i se conside~
ra que las plantss C-3 alcanzan muy tacilmente su saturacicn en la
captacién del biéxido de carbono, pues cuentan con menor cantidad de
enzimas para ello, mientras que las plantas C-4 dificiimente 1legan
a saturarse en este proceso, aun cuando las concentraciones de bidxi
do de carbono sean elevadas.

La presencia de cloroplastos dimérficos en las hojas de Egenia
densa durante el verano, que no se ha descrito en la 1iteratura para
ninguna planta acudtica, y cuya distribucidn es paregida a lo gue se
denomina "sindrome Kranz", apoya la hipGtesis de que esta planta si-
gue una forma alterada de la via C-4 en verano, sin embargo, los clo
roplastos dimérficos en Egeia densa se presentan en forma muy noto-
ria durante las primeras semanas de aclimataciSn a invierno, cuando
se supone que la planta sigue la via C-3. Una posible .explicacibn a
esto es que los cloroplastos ricos en almidén cumplan con una doble
funcidn: mientras en verano participan en la captacidn de carbono
por la via C-4, en invierno actuan como reservorios de almidén. In-
cluso es posible que esta segunda funcién haya sido, evolutivamente,
una preadaptaci6n para el desarroilo posterior de la via C-4. En
Elodea canadensis se ha descrito 1a acumulaci6n de almid6n durante
el invierno, que le permite cierto grado de latencia a los &pices
(15), por lo que resulta factible pensar que las hidrocaritaceas re-
quferen de una buena reserva de almiddn para las condiciones criti-
cas de invierno, en las que 1a productividad es menor. De este modo,
al iniciarse el perfodo de baja temperatura, los cloroplastos de
Egenia densa tienden a transformarse en amiloplastos pero, después
de ocho semanas de aclimatacién de invierno, la reserva de almidén
se agota y ya no se observan cloroplastos dimérficos,

Los cambios en l1a estructura de los cloroplastos se observan
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en todo tipo de plantas y suelen ser muy rapidos. En la papa, por e-
jemplo, los amiloplastos se transforman en cloroplastos con aproxi-
madamente 21 dias de iluminacién (32); en pléntulas de soya, los clg
roplastos disminuyen su contenido de almiddn y su nimero de tilacoi-
des por grana con sole enfriar las plantulas a 10°C durante 24h (17);
y en el caso de Efodea 8p. se han reportado cambios en la ultraestruc
tura de Tos cloroplastos, relacionados con el nidmero de tilacoides,
que ocurren con solo alterar la cantidad y la calidad de la luz du-
rante 6 h {21). Dada la versatilidad en 1a ultraestructura de los
cloroplastes, no es sorprendente que Egerda densa los utilice para
su reserva de almidén en el invierno, perc la presencia de cloroplas
tos ricos en almidén durante el verano y alrededor de la nervadura
central debe analizarse mds detenidamente. Al microscopio electréni-
co, estos cloroplastos de verano ricos en almiddn demostraron presen
tar tilacoides, por lo que no son enteramente amiloplastos, y su dis
_tribucién es muy similar & la que podrfa esperarse de una planta C-
4. Los resultados de espectrometrfa de masas demostraron una mayor
proporci6n de 3C en verano que en invierno y, aunque los valores
caen dentro del rango descrito para plantas C-3 (28), resulta vdlido
proponer que hay una mayor participacion de la PEPCasa en la capta-
cifn del carbono que se incorpora definitivamente a 1a planta duran-
te el verano. Es muy comin encontrar semejanzas entre las plantas
acudticas y las plantas C-4 terrestres; estas semejanzas se presen-
tan aun en las alges unicelulares (25) y pueden ser un reflejo de la
intensa presi6n selectiva que implica la captacién del carbono en el
medio acudtico.

Para Egeria densa, J. A. Browse y colaboradores proponen que la
captacién del carbono por la PEPCasa, aunque puede llegar a represen
tar el 70% del total de carbono captado, no se debe a que la planta
siga la via C-4, sino que es s6lo una respuesta a las bajas concen-
traciones de bi6xido de carbono en el medio (5). Los autores que pro
ponen esto no toman en cuenta la anatomia foliar, ni la §'°C, ni la
aclimatacibn, por lo que cabria preguntar {Qué entienden por via C-4?
En su origen, la via C-4 se definfa como 1a incorporaci6n del bifxi-
do de carbono que daba compuestos de cuatro carbonos como productos
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(3), pero J. A. Browse y colaboradores proponen que en Egeria densa
1a produccidn de malato a partir de biéxido de carbono y PEP no sir-
ve para captar bidxido de carbono, sino para balancear los excesos
de captacidn de cationes en presencia de luz, sin embargo, ¢Qué pasa
después con el carbono captado por la PEPCasa? Los resultados de es-
pectrometria de masas del presente trabajo se obtuvieron de la com-
bustion de la planta entera, de modo que las diferencias no se pue-
den explicar por una captacién momentanea del bidxido de carbono
para balancear un exceso de cationes, sino que implican la incorpo-
raci6n del bidxido de carbono en las ioléculas que constituyen pro-
piamente a la planta (particularmente celulosa).

Las definiciones modernas de la via C-4 toman en cuenta varios
factores ademds de la carboxilaci6n del PEP, pero ante la fisiologfa
de Egendia densa, cualquier definicibn de 1a via C-4 es discutible, y
resulta conveniente p]éntear conceptos mds esenciales. ET tipo de
discusidn que resulta en este caso es el mismo que se da entre los
206logos y los boténicos cuando. tratan de decidir si las euglenas
son plantas o animales, o si los mixomicetos se parecen mis a las
amibas o0 a los hongos. La naturaleza es un continuo de formas y fun-
ciones, y los 1imites exactos y definidos s6lo existen en la mente
del hombre. Egeria densa presenta variaciones en su produccitn de
malato (5), en su punto de compensacién del biéxido de carbono (2),
en su anatomia foliar, y en su §3C, por 1o que no es en realidad
una planta C-3 ni una planta C-4; pertencce a la categorfa interme-
dia propuesta por A. S. Holaday'y G. Bowes (13) para las monocotile-
doneas acudticas que ajustan su estrategia de captacién de carbono a
las exigencias de un medio que cambia a lo largo del afio y, para
ello, disponen de todos los recursos que tienen a su alcance, entre
los que se encuentra, de acuerdo con los resultados del presente
trabajo, el mantenimiento de un equilibrio entre la disponibilidad
de luz y la disponibilidad de bi6xido de carbono mediante ios movi-
mientos fototdcticos de los cloroplastos.
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