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RESUMEN

En el presente trabajo se utilizaron muestras de Ruppia maritima
de los sistemas lagunares Alvarado, Sontecomapan y Nichupté. Se
realizaron andlisis de morfologia y ultraestructura de Ruppia
maritima; se estudid la relacién entre el arreglo de cloroplastos
y la actividad fotosintética y también se aislaron acidos grasos y
flavonas de la planta. Se obtuve informacién referente al
desarrollo de los frutos, el doble serrulamiento en el &pice de 1la
hoja, la diferencia en el tamafio existente entre las células que
rodean los canales aereos y las de la epidermis; los septos que
dividen en varios compartimientos los canales aereos a lo largo de
la hoja y 1los diferentes tamafios de los cloroplastos. Se
describieron las tres fases del movimiento orientado de 1los
cloroplastos (antistrophe, parastrophe vy peristrophe) Yy se
corrobord la relacidn entre estos movimientos y el incremento en
la absorbancia. Se obtuvieron como &cidos grasos predominantes:
palmitico, estedr co, palmitoléico, oléico, linoléico, argquidico y
‘" miristico. Se determinaron como flavonas méds representativas:
- flavonol, flavonas, isoflavonas, flavanonas (Liquiritigenina,
Pinocembrina, Aureosidina y Acacetina) ademd&s de los esteroides:
26 amino 3,6 dihidroxi~colestano y 26 amino 3 hidroxi
colest-5-en-7-ona.
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INTRODUCCION

La fotosintesis es la primera etapa del flujo de energia a través
de la biosfera y ha sido definida como el empleo de la luz solar
por las células de las plantas para efectuar la biosintesis que es
fundamental para todos los organismos (Lehninger, 1978; Dring,
1982; Foyer, 1987).

Existe 1la concepcidén errdénea de que la mayor parte de la
fotosintesis la realizan las plantas superiores. En realidad nés
de 1la mitad de toda 1la fotosintesis que se produce sobre la
superficie de la tierra, la realizan las algas microscépicas de
los océanos (las diatomeas y los dinoflagelados), asi como las
plaﬁtas acuaticas vasculares entre 1las cuales predominan los
pastos marinos (Dring, 1982).

Los responsables de la transduccidén de la energia en todos los
organismos fotoautotréficos, son los pigmentos fotosintéticos que
se encuentran unidos a estructuras membranosas. En las plantas
superiores, estas estructuras membranosas se hayan concentradas en
los cloroplastos, organelos celulares especificos. Las reacciones
luminosas (produccién de 0, ATP y NADPH) vy las obscuras
(formacién de glucosa) tienen lugar en los cloroplastos
(Halliwell, 1984).

La transduccién de energia en organelos celulares como
cloroplastos y mitocondrias se encuentra acoplada al transporte de
electrones por medio de una diferencia de potencial electrogquimico
(Halliwell, 1984; Hoober, 1984 y Foyer, 1987).

La captacidén de la energia luminosa y su almacenamiento en forma
de ATP, se lleva a cabo en organelos con sistema de doble membrana
como cloroplastos Yy mitocondrias; en los cloroplastos la obtencién
de la energia se realiza por medio de la fotosintesis.



En. el mundo existen cerca de 48 especies de pastos marinos
(Phillips y Mefiez, 1988) de los cuales en la Republica Mexicana
encontramos 10 siendo los mejor representados y estudiados
Thalassia testudinum y Zostera marina (De la Lanza y Tovilla,
1986). De los estudios realizados en estas especies se encontraron
_trabajos referentes a aspectos bioquimicos como contenide de
flavonas, &cidos grasos y su distribucién (Walsh y Grow, 1972; Mc
Millan, et. al. 1980 a,b).

Los pastos marinos constituyen un habitat que es utilizado como
drea de crianza, reproduccién, fuente de alimentacién y en donde
se almacenan nutrientes que sirven para que especies de
impdrtancia ecoldgica y/o econdémica encuentren un -edio ambiente
adecuado para su desarrollo (Phillips, 1960 y 1988; Wood et. al.,
1969; Kikuchi y Pérés, 1977; Thayer et. al. 1984 y De La Lanza Yy
Tovilla, 1986).

Los pastos marinos han sido catalogados como sistemas de .alta
productividad (Patrinquin, 1973, Zieman, 1974; Ibarra, 1985; de la
Lanza y Tovilla, 1986) lo que estd directamente relacionado con su
alta tasa fotosintética y esto a su vez con procesos biogquimicos
- como: la transduccién de la energia luminosa en erergia quimica a
través de los cloro.-.astos, la produccidén de .ompuestos como
4cidos grasos, fracciones lipidicas y flavonoides (Markham, 1982;
Thayer et. al., 1984}).

Se estima que cerca del 2% de todo el carbon fotosintetizado por
las plantas (o cerca del 1 X 109 toneladas por afio), se convierte
en flavonoides o compuestos cercanamente relacionados a éstos
(Markham, 1982). Este tipo de compuestos han sido estudiados de
manera extensa en las plantas superiores terrestres, obteniéndose
informacién de las multiples y variadas propiedades de los mismos:
inhibidores de diversos sistemas enzimticos como AMP ciclico,
fosfodiesterasa, cicloxigenasa, lipoxigenasa. Asi mismo, se les



atribuyen diversas actividades farmacolégicas como antimicéticos y
bactericidas, para el desarrollo o inhibicién del crecimiento de
nédulos en las raices de varias especies. Segin la clasificacién
de Wittaker y Feeny (1971) se les adjudican propiedades de
repelentes, supresivos, venenos, autoinhibidores, inductores de
crecimiento atractores para predadores entre otros. Los
flavonoides gue han sido relacionados directamente con las plantas
acudticas son los flavonoides sulfatados atribuyendose a ésto su
alta solubilidad y polaridad (Harborne et. al., 1975).

Las flavonas y los &acidos grasos han sido considerados como
indicadores ecolégicos (Whittaker, 1971; Barber, 1981) estando sus
concentraciones directamente relacionadas con factores climdticos
(Garcia, et. al. 1989), asi como porque las plantas que habitan en
lugares salinos requieren. de adaptaciones con 1las gque puedan
soportar las xltas concentraciones de sales inorganicas,
considerandose a la via de produccién de flavonas como una ruta de
inactivacién o acumulamiento de sulfato inorgénico (Mc. Millan et,
al. ,1980b). También tienen importancia como bactericidas vy
fungicidas, ademds de incrementar las concentraciones de amonio y
nitrégeno en los sedimentos en donde las hojas pasan a un estado
de descomposicién (Phillips y Mefiez, 1988).

‘El movimiento orientado de cloroplastos ha sido descrito por
diversos autores y estéd regido por la luz (Seitz, 1971, 1979;
Haupt, 1982, 1983; Takagi y Nagai,1985; Benavides et.al. 1987,
36; Salcedo, 1991). Asi mismo se ha descrito el movimiento
citoplasmitico, también conocido como ciclosis o rotacional; en
general los movimientos pueden ocurrir en un sentido o al inverso,
también pueden tener diversas velocidades y estos tienen patrones
particulares para cada especie (Seitz, 1979; Haupt, 1983).

La luz afecta directamente a este movimiento de diferentes formas,
este fendmeno lleva el nombre de fotocinesis. Lo md&s relevante en



este caso es que los cloroplastos siempre seran encontrados en
posicién diferente a la que se situaban antes del movimiento
(Mohr, 1972)

Han sido estudiados tres patrones de distribucidn; uno ha sido
llamado "antistrophe" o de cara Yy "parastrophe" o de canto,
mostrando asi la diferencia funcional con respecto a la habilidad
para la absorcién de 1luz (arreglos de baja y alta intensidad)
(Haupt, 1982 y Benavides, 1987). El ‘ltimo patrén de distribucidn
obedece a la obscuridad encontrdndose los cloroplastos situados
aleatoriamente en la célula ("peristrophe") (Haupt, 1983).

Como ya se menciond todos estos arreglos o distribuciones estan
relacionados con la luz, el tiempo de exposicidén, su intensidad y
también en la direccién en la que ésta es percibida por 1los
cloroplastos relacionandose con el arreglo de cada uno de los
fotopigmentos que contienen las células. Algo gque no debemos
olvidar es el mecanismo de movimiento a nivel molecular y gque esta
regido por microfilamentos de actina dando como resultado un
movimiento mecanico (Mohr, 1972; Takagi y Nagai, 1985; Anderson y
Andersson, 1988).

Para éste trabajo se eligié a Ruppia maritima por ser una especie
que no ha sido estudiada ampliamente; por presentar
caracteristicas morfolégicas adecuadas para poder llevar a cabo
las diferentes técnicas como son: el tamafo de las hojas y las dos
capas de células que las constituyen; ademds de su fécil colecta y
manipulacién en el laboratorio.

Los procesos bioquimicos antes mencionados no han sido estudiados
en el pasto .marino Ruppia maritima al igual que parte de su
ultraesturctura, su distribucidén geografica y el movimiento
orientado de clo. plastos que no ha sido estudiado en ningin pasto
marino por lo que se plaﬁtean para este trabajo como
objetivos:



a)

b)

c)

d)

e)

Conocer 1los aspectos ultraestructurales de 1la hoja
fruto, inflorescencia y polen de Ruppia maritima.
Determinar la relacién entre el arreglo de los cloroplastos y
la actividad fotosintética.
Aislar los tipos de acidos grasos y fracciones lipidicas que
contiene Ruppia maritima y poder establecer comparaciones
entre los tres sistemas lagunares.

Aislar los tipos de flavonas que contiene Ruppia maritima y
poder establecer comparaciones entre los tres sistemas
lagunares.

Conocer algunos aspectos de la distribucién geografica
de Ruppia maritima en base a los parédmetros ambientales y a
toda la informacién recolpilada en este estudio.



ANTECEDENTES

Como ya se menciond anteriormente Ruppia maritima ha sido
estudiada en menor grado que otros pastos marinos. Dentro de los
estudios realizados se pueden sefialar los gue se relacionan con
aspectos morfolégicos (Sauvageau, 1891; Phillips, 1960; Gamerro,
1968; McRoy y McMillan, 1977; Dahlgren, et.al., 1985 Seeliger et

al., 1984; Novelo, 1991) gue tratan en su mayoria la forma,
tamafio, aspectos fenolégicos y germinacién.

Aspectos abiéticos como son el tipo de sedimento, par&metros
ambientales como la temperatura, salinidad, profundidad han sidoc
abordados por autores como Phillips (1960), Gonzdlez (1977) Y
Feléer et, al. (1980) y su contenido de proteinas, carbohidratos y
elementos traza por Walsh y Grow (1972).

Parédmetros ecolbégicos como productividad, cadenas troéficas,
aspectos de distribucién geogriafica de esta especie han sido
mencionados por Jordan et. al. (1978); Amezcua y Yanez (1980);
Dring (1982); 1Ibarra (1985); Lot et. al. (1986); Reyes (1988) y
Novelo (1991).

Algo que permite destacar la relevancia de esta investigacidén es
el hecho de que no fueron encontradas referencias bibliograficas
en las gue se incluyera a Ruppia maritima como especie en estudio.

Los trabajos gque sirven de referencia para poner en practica
técnicas asi como algunas de las teorias que sustentan esta
investigacidén son: en lo referente a movimiento orientado de
cloroplastos Smith y Epstein (1971); McRoy y McMillan (1977);
Benedict y Scott (1976); Browse et, al. (1977, 1980); Andrews Yy
Abel (1979); Macko (1981); Nultsch et. al. (1981); Haupt (1982,
1983); Benavides et., al. (1987); Anderson y Andersson (1988). Para



el estudio de flavonas se consultaron los trabajos de McMillan
(1980a, b y 1981); Markham (1982); Barbier (1981); Hoober (1984);
Para 4&cidos dgrasos se utilizaron los
Jellum y Worthigton (1966);
al. (1989).

Hartwig et. al. (1990).
trabajos de: Jamieson y Reid (1965);
Pielou (1979); Thayer et, al. (1984) y Garcia et



AREA DE ESTUDIO

Para el presente trabajo se utilizd Ruppia maritima colectada en
tres sistemas lagunares pertenecientes al Golfo de México y el Mar
Caribe (Sistema Lagunar Alvarado-Buen-Pais-Camaronera; la laguna
de Sontecomapan Yy la laguna de Nichupté Fig. 1) con el fin de
establecer comparacionnes en la composicidén quimica de ésta
especie.

SISTEMA LAGUNAR ALVARADO-BUEN PAIS~CAMARONERA:

,
El sistema lagunar Alvarado-Buen-Pais-Cararonera se encuentra
localizado al sureste uel estado de Veracruz entre los paralelos
18° 46’ y 18° 42’ latitud norte y los meridianos 95° 34’ y 95° s8¢
de longitud oeste. '

Este sistema tiene una forma alargada, su longitud aproximada es
de 26 km desde la punta oceste de la Isla de Vives hasta el extremo
noreste de la laguna Camaronera (Flores y Méndez, 1982) y abarca
un area de 86,609 km? (Villalobos et. al. 1966).

Garcia (1973) situia a este sistema dentro de la regidn hidrolégica
28 con un clima Aw’’(i). Con respecto al tipo de sedimentos
Carranza, et, al. (1975) incluye a este sistema dentro de 1la
.unidad morfotecténica II y Lankford (1977) dentro de los tipos
II-B y I-D.

Los principales rios que desembocan en este sistema lagunar scn el
rio Blanco, rio Camardn y el rio Acula dentro del sistema
Tlaliscoyan y directamente en Alvarado descarga el rio Papaloapan
con el mayor de los aportes de agua dulce, gque tiene un promedio
diario de 40 millones de m-.

La comunicacién al mar de este sistema se realiza basicamente por
una sola boca localizada en la Laguna de Alvarado. Existe en la
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Laguna Camaronera una boca artificial construida por dos tubos que
permiten el paso del agua cuando sube la marea (Contreras, 1985).

Este sistema se encuentra circundado por manglar y pastos
haléfitos. La vegetacidn sumergida estéa constituida
fundamentalmente por Ruppia maritima y en ciertas epocas también
encontramos Ceratophyllum demersum,

LAGUNA DE SONTECOMAPAN:

Esta laguna se encuentra localizada entre los 18° 30'N y los 94°
02’W, en el estado de Veracruz. Tiene un origen tecténico y una
forma irregular con una extensidén de 12 km. de largo y 1.5 km de
ancho. Se comunica con el mar por medio de un canal angosto. Tiene
una profundidad promedio de 1.5 m (Reguero y Garcia-Cubas, 1989).

Esta laguna ha sido considerada por Carranza et. al (1875) dentro
de la unidad morfotecténica II y dentro de la clasificacién de
costas primarias, volcdnicas, de flujo de lava y de tefra.

. El tipo de clima se considera cdlido himedo con régimen de lluvias
en verano y parte del otofio, con influencia de monzdén y un alto
porcentaje de lluvia invernal. La temperatura de la regién se
‘considera isotermal con un mdximo de 26°C en mayo y 22°C en enero
(Meave et. al 1991).

Existen datos reportados referentes a la temperatura de la columna
de agua y gque oscilan entre un maximo de 32.0°C julio y 18.0°C
como minimo en el mes de febrero. En los datos reportados sobre
salinidad se observa un gradiente decreciente de la barra hacia la
zona sur donde se encuentra la desembocadura del Coscuapan Meave
et. al, (1991).



La laguna estd bordeada por manglares y fanerdgamas haldfitas y se
encuentra presente el pasto marino Ruppia maritima la que se
presenta con una distribucién en parches (Gonz&lez, 1977).

SISTEMA LAGUNA DE NICHUPTE:

El Sistema Lagunar de Nichupté se encuentra 1localizado a los
86°47’ de longitud oeste y 21°31’ de latitud norte en el noreste
del estado de Quintana Roo (Jordan et. al. 1978 y Collado, 1989).

Este sitema esta compuesto por siete cuerpos de agua de los cuales
la laguna de Somcsaya y Rio Inglés resultan de interés por los
aportes dulceacuicolas que reciben y por la notoria cantidad de
taninos provenientes de los manglares gue dan un color café rojizo
obscuro a estos sistemas (Jordan et. al, 1978). También existe 1la
presencia de dos canales de comunicacién con el mar (Canal Nizuc
al sur y Canal Can-Cun al norte).

Dentro de la clasificacién de las lagunas de México de Lankford
(1977) es del tipo IV-B. Los sedimentos de la regién son de
carbonato de calcio y en el sistema también se encuentran fondos
lodosos aragoniticos de origen biolégico (Jordan et. al. 1978 y
Collado, 1989).

Los aportes dulceacuicolas al sistema lagunar son por via de
escurrimientos de la 1llanura de inundacidn adyacente, lluvias y
afluentes de los depdsitos acuiferos subterrdneos. Esto es debido
a que todo el suelo de la regién es de naturaleza carstica e
impide la formacién de rios (Collado, 1989; Merino et. al., 1990).

El sistema se encuentra localizado bajo un régimen climatico de
tipo subhimedo con lluvias aisladas de clasificacién AW (Garcia,
1973) . Se observa la dominancia de masas de aire tropical maritimo



proveniente del este, la mayor parte del afo, y la temporada de
nortes que abarca los meses de noviembre, diciembre y enero
(Collado, 1989 y Reyes, 1988). Merino et. al. (1990) realizaron
una descripcidn morfoldégica, de las variaciones diurnas,
distribucién espacial de la salinidad y temperatura, intercambio
de agua y tiempo de residencia de todo el sistema lagunar. El1
sistema es considerado somerc con una profundidad promedio de 2 m.
se describen las dos bocas con las que el sistema intercambia sus
aguas; la boca de cCan-Cun tiene una profundidad de 4 m. y un ancho
de 30-40 m. y la de Nizuc su profundidad es de 3 m. y su ancho de
20-30 m.

Con relacién a 1las variaciones diurnas Merino et. al. (1990)
refiere una variacién en la temperatura de 5% dependiendo de la
estacién en que se haya realizado el muestreo. La variacién en la
salinidad es pequefia, se plantea que la salinidad del sistema
lagunar es el resultado de un balance entre la entrada de agua
dulce, evaporacién y el intercambio con el oceano por transporte
advectivo Y turbulencia. El oxigeno presenta variaciones
importantes entre las estaciones; las localizadas a mnitad del
'sistema mantienen una concentracién constante cercana a 6.6

mg/l—l.

Este sistema se caracteriza por tener como especie dominante en el
fondo a Thalassia testudinum, la cual presenta una distribucidn en
manchones que comparte tanto con especies de algas asi como en
zonas que se pueden llamar especificas (laguna de Somosaya y zona
sur oeste de la laguna de Bojérquez) con Ruppia maritima (Jordan
et, al. 1978 y Collado, 1989). Jordan et. al. (1978) menciona la
presencia del pasto Syringodium filiforme en zonas expuestas
(sobre bajos), donde domina en pequefios parches.



MATERIALES Y METODOS

El material se colectd en los sistemas lagunares Alvarado,
Sontecomapan y Nichupté manualmente, después de haber establecido
las &reas en las que se distribuye Ruppia maritima en cada sistema
lagunar (Fig. 2) tratando siempre que las muestras (tanto de hojas
como rizomas) se encontraran en buen estado y evitando ser
transportadas con residuos de lodos o con gran cantidad de algas
depositadas en las mismas. Al mismo tiempo se registraron la
temperatura, salinidad, profundidad y tipo de sedimento. Se
trasladaron al laboratorio en cubetas de plastico y con agua del
lugar en donde fueron colectadas.

Las colectas fueron realizadas para la laguna de Alvarado
en abril, mayo, Jjulio de 1986 y febrero, octubre de 1987.
Bojorquez fue muestreada en julio de 1986 y septiembre de 1990.
Por dltimo se muestreo Sontecomapan en febrero de 1991.

En el laboratorio, se les cambio el agua y se separaron las hojas
y rizomas para 1llevar a cabo los diferentes estudios; de 1las
colectas realizadas se consideraron varios ejemplares para una
coleccién de referencia. También se llevé a cabo un experimento de
crecimiento en hojas de Ruppia, este consistidé en colocar dentro
de tubos de ensayo con agua del lugar de colecta dos nédulos con
su respectivo grupo foliar. Se tomaron las medidas de las hojas
mas Jjovenes (largo) y después de 15 y 30 dias se midieron
nuevamente. Con estos resultados se realizdé un diagrama de Tallo y
Hoja (cCurts, 1985) con el fin de evaluar si el experimento de
crecimiento proporciona datos confiables. Del material que resta
como residuo de 1la técnica de aislamiento de &cidos grasos se
obtuvo el peso seco para rizomas y hojas asi como para la planta
completa.
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SISTEMA LAGUNAR NICHUPTE
1) Bojorquéz

2) Cuenca Norte

3) Cuenca Sur

4) Rio Inglés

SISTEMA LAGUNAR SONTECOMAPAN

1) EmBarcadero
2) Arroyo del Fraile
3) Rio Hueltajapan



TECNICAS FOTOGRAFICAS:

El material utilizado para la toma de fotografias en los
microscopios éptico y estereoscépico se mantuvo inmerso en su

medio de colecta.

Del material colectado fueron seleccionadas hojas para ser
expuestas a diversas intensidades y periddos luminosos llevandose
a cabo la observacidon del movimiento orientado de los cloroplastos
(Benavides, 1986). Al mismo tiempo se realizdé la evaluacién ae la
absorbancia en hojas de Ruppia maritima sirviendo esto para
establecer la relacién entre movimiento de cloroplastos vy
absorbancia.

Los aspectos morfolégigos fueron estudiados en plantas
deshidratadas con alcohol y acetona técnica utilizada para
microscopia electrdnica de barrido (MEB). En el <caso de
observaciones y toma de fotografia en microscopio éptico vy
esteroscépico se utilizaron plantas fijadas con formol al 4%.

Para el microscopio electrdnico de barrido 1las hojas se
deshidrataron con alcohol y acetona, y después se fijaron con
"glutaraldehido toda 1li: noche y se transfirieron a tetra-oxido de
osmio por 2.5 horas. Las hojas se secaron, cubrieron con polvo de
oro y se observaron al MEB (de 44 x hasta 1800 x) segin el método
propuesto por Trocine et. al. (1981); Tomlison (1969); Benedict y
Scott (1976) y Hatch et. al. (1975).

MOVIMIENTO DE CLOROPLASTOS:
Para evaluar los cambios en la orientacién de los cloroplastos se

utilizé 1la técnica descrita por Benavides (1986), la ‘cual
consistid en determinar el efecto de la luz sobre las hojas por



medio de la absorbancia (nm), aplicando a las hojas diferentes
periédos de obscuridad. Para elloc se emplearon celdas deshechables
de polipropileno marca Kartell, en las gque se colocé la hoja de
Ruppia sujetada a los extremos superior e inferior por medio de
unicel. La celda se llend con agua y la hoja se ajustd de modo que
su superficie fuera perpendicular a la direccién del haz de 1luz
del espectrofotédmetro para su penetracién, a una distancia de 10cnm
y con * 4 nm de precisién en la lectura de longitud de onda.

En todos los experimentos se utilizé un espectrofotémetro Perkin
Elmer modelo 552-UV-VIS. Se llevaron a cabo varias determinaciones
a lo largo del espectro de luz visible (400 a 900 nm) con el f£fin
de seleccionar el pico de absorbancia &ptimo para la realizacién
de nuestras observaciones. La absorbancia 'se midié a 1los
nandémetros que sefialan las bandas de absorcidén en las hojas vivas
de Ruppia las que pueden ser atribuidas a los diferentes
fotopigmentos (clorofila "a" 420 y 680; clorofila "b" 448 y 643;
carotenos 480 y 500; flavinas 370 y 450; citocromos 554 a 603;
fitocromos de 660-680 y 700-730).

AISLAMIENTO DE FRACCIONES LIPIDICAS Y ACIDOS GRASOS:

La muestra aproximadamente de 30 g de hojas y rizomas (limpias de
organismos epifitos) se mezcld con 10 ml de metanol y se formd una
pasta. Este material se extrajo por medio de un Soxhlet primero
con metanol y después con cloroformo. Los solventes orgénicos se
eliminaron por medio de un bafio de vapor con secado por nitrégeno
(Jellum y Worthington, 1966).

El metanol y el cloroformo en la porcidn soluble estan definiendo
la fraccidén lipidica y el residuo insoluble que sera el resto en
el Soxhlet estd definiendo la fraccién de las proteinas Yy
carbohidratos.



La fraccién de los 1lipidos fue el material inicial para el
aislamiento de 1los 4&cidos puros. Los residuos 1lipidicos se
saponificaron por 2 horas con un 5% de solucidén de hidréxido de
potasio en metanol y se acidificaron con &cido sulfirico; los
dcidos grasos fueron extraides con cloroformo (Jellum y
Worthington, 1966).

La transesterificacién se realizé con metdxido de sodio como
catalizador en metanol bajo reflujo como es referido por Jamieson
y Reid (1965). Esta solucidén final fue una mezcla de ésteres
metilicos de diversos Acidos grasos asi como algunas impurezas del
método quimico. La separacién y purificacién de la mezcla de
ésteres en los esteres especificos fue realizada por cromatografia
de gases (Jamieson y Reid, 1965).

AISLAMIENTO DE FLAVONAS:

Se tomd como base que estos compuestos son moderadamente solubles
en disolventes polares como etanol (EtOH), metanol (MeOH), butanol
(BuoH) , acetona, dimetil sulféxido (DMSO), dimetil formaldehido
(DMF) y agua entre otros; y dque existen diversas técnicas de

©  analisis 1las que en general son complementarias como: la

cromatografia en papel, cromatografia en columna, cromatografia en
capa fina, electroforesis en papel, cromatografia liguida de alta
resolucién (HPLC) y recristalizacién (Markham, 1982).

Se seléccioné para el presente estudio la cromatografia en papel y
la cromatografia liguida de alta resolucién. En el caso de la
primera por ser la mas general y usada; esta fue bidimensional; en
la primera dimensién se usé como disolvente terbutanol (TBA) y en
la segunda un ‘solvente acuoso como &cido acético al 15%. Esta
técnica es basicamente de separacién; se ubicd la posicién de cada
compuesto en el papel y se identificaron los mismos por medie de
su color a la 1luz normal y por fluorescencia, en 1la 1luz
ultravioleta.



Del extracto obtenido de la planta por medioc de acetona se corrié
una columna de acuerdo al peso de la muestra obteniéndose diversas
fracciones con acetato de etilo y acetona.

La segunda técnica (HPLC) tiene una gran efectividad tanto en el
nimero como en el tipo de compuestos gue se pueden separar. En
este caso se utilizdé una columna MCH-10 de 15 cm de largo con un
filujo de 1.5 ml/min y se cuantificaron las muestras en UV a 250 nm

los eluyentes fueron MeOH y H20.



RESULTADOS '

PARAMETROS AMBIENTALES:

Los resultados referentes a profundidad, salinidad, temperatura y
tipo de sedimento se muestran en 1la tabla 1. Las fechas de
muestreo abarcaron las epocas de secas, lluvias y nortes; la
profundidad fue de 14 a 70 cm; la salinidad de 3.5 a 36.7 °/oo; la
temperatura de 23.0 a 30.0 °c y los sedimentos predominantes
fueron 1las arenas. Tomando en cuenta que algo gque estaremos
tratando continuamente son las épocas de verano e invierno debemos
notar que éstas se encuentran bien representadas en nuestros
muestreos. Las diferencias béasicas entre estos sistemas pueden
enfocarse a los intervalos de precipitacién pluvial a lo largo del
afio. Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los
obtenidos en trabajos anteriores (Tabla 2). Las profundidades se
caracterizan por ser someras. En el caso de la salinidad se puede
advertir que el sistema con mayor influencia de aguas marinas es
Nichupté y el menor es Sontecomapan de acuerdo a los resul: idos
obtenidos.

De las anotaciones que realizaron Garcia, (1973); Gonzdlez (1977);
"Contreras, (1985), Collado (1989); Merino et. al. (1990) y Reguero
(1993) y los resultados recopilados en este trabajo podemos
afirmar que los sistemas lagunares estudiados son distintos aungue
estas diferencias no se puedan establecer concretamente ya gue la
mayoria de los trabajos son puntuales. Asi Sontecomapan es mas
fria, advirtiendose este efecto por estar enclavada en medio de
una 2zona montafiosa. Para el caso de Alvarado tiene méas
comunicacién con el mar, es mas cdlida. Garcia (1973) menciona que
existe mayor precipitacién pluvial en Sontecomapan dque en
Alvarado. El caso que referimos totalmente diferente es Bojorquez
(Nichupté) para el gque Merino et, al. (1990) refiere como



TABLA 1

VARIABLES AMBIENTALES OBTENIDAS DE LOS MUESTREOS REALIZADOS
B EN LOS SISTEMAS LAGUNARES ALVARADO. BOJCRQUEZ Y SONTEZCMAPAN

Localidad‘f

Alvarads, Ver.

Alvarado. Ver.

.
!
-
!
1
!
-
}
§
|
4
i
i

Row

ver.lfeh. 1991 1 -~ 0.70 -

- SR

1nidad{Temperatura
(ppm).~

(mc)

30

23.

.0

.00

|

' i
"Cedimentol
' 1

arena

arena

arena

arena



: TABLA . 2. :
PROM"DI(‘S 'DE L.‘AS VARIABLES AMEIENTALES ES'T‘UDIADA.: PUBLTCADOS F’O73

Lacalidad o of Autor lznldad{Tnmneratura;qedimentof
N ; . R : ’po) ; (W) ;
, : 0 - : T ; 1
Alvarado. Ver. o contreras Q.80 i 13:5! 28.30 ; arena
: : - i 108 ! ! !
{ (19335 f ! B i
. ...‘: . i i - ' ,=
Sentecomapan. Ver.! Reguerc .00 : 17.0 f 24.77 arena
: fga1y ; . H
: : H H
‘‘‘‘‘‘ - ! i oo et e e}
; D.9§ {3100 ! 30 arena |
Bojorque=. Q. Rco | 2.z0 i 35.66 1 20.2 arena |
! 2.50 . 35.21 , 28.72 arena |
' ! !

PROMEDICS DE LOS FARAMETROZ AMBIENTALES OBTEMII S EN EL PRESENTE

ESTUDIY DARA LOS STITIMAS LACTNMARIS ALVARADD, ZJOUTITOMAPAN Y ROJORQUEZ

Alvarado, Yar : 0.37 12.63 f 27.45 . arena
. . ; B p -

Scontecorapan. Ver .70 : .60 26.00 , arena

Bojerguez. Q. Reo 2.50 { 22.35 ©  30.04 | arena



parametros gque estdn regulando el sistema, la entrada de agua
dulce subterranéa, la evaporacion y el intecambio con el océano
por transporte advectivo y turbulencia.

ASPECTOS ESTRUCTURALES DE Ruppia maritima:

Ruppia maritima se encontré enraizada y sumergida en su totalidad;
ha sido considerada perenne (Gonzdlez, 1977; Gamerro, 1968) tiene
tallos de dos tipos: el que en principio funciona como la base
estructural y que sirve para fijarse al sustrato; de este tallo
estructural nacen a razdén de 2 a 4 raices simples en cada uno de
los nudos (Fig 3a).

Sobre los tallos estructurales en los nudos y a una distancia de
entre 4 y 5 cm nacen los tallos erectos compuestos por grupos de
2 a 5 hojas y, en =2ste caso se encontré que las hojas adultas
tienen una longitud de entre 10 a 15 cm y un ancho de 1.3 a 2 mm
(Fig 3a). En la tabla 3 se muestra el diagrama de Tallo y Hoja en
espejo (Curts, 1985) para los datos de crecimiento de las hojas de
Ruppia en el que se observa que las medidas iniciales se agruparon
de 3 a 12 cm en el primer caso y en el segundo variaron de 2 a 7

‘. cm. En las medidas tomadas después de 15 dias el rango se mantuvo

.y en las de 30 dias la variaccidén fue de 1 a 7 cm. La variacién de
"n" (namero de muestras) se atribuye a condiciones experimentales
en las que la planta sufrié deterioro y el diagrama no muestra una
distribucuidén normal de los datos en ninguno de los casos.

Las hojas son sesiles, alternas y subopuestas en la parte
superior; envaindndose hacia la base. Las estipulas son de 0.7 a 1
cm de longitud; el é&pice es aguzado y en el margen superior
serrulado; a diferencia de otros autores este serrulamiento se
muestra doble en el dpice de la hoja no conservandose éste en el
resto de la misma. (Figs. 4a, b y c).



Tabla 3. Diagramas de Tallo y Hoja en espejo para datos
de crecimiento de Ruppia maritima.

Medida Medida 15 Medida Medida 30
Inicial dias después Inicial dias después
0 3 1 5
3 4 8 64320 2
320 5 477 551 3 037
95 6 7 51 4 00005
6621 7 038 4 5
71 8 5 6 555
90 9 9 8 7
70 10 07
33 N 4
012 0
n =20 n = 14 no= 12 n =13
M=17.6 M=7.5 M= 3.3 M=4.0
X=7.8 X =8.0 X = 3.61 X =4.5



Fig. 3b Inflorescencia (In) en desarrollo saliendo entre las brécteas (Br).
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Fig. 4a Apice (Ap) de la hoja (Ho) de Ruppia maritima en donde
se observa a 360x que estd constituida por una doble hilera de
dientes (Di) también se advierte la presencia de células de la
epidermis (Cep).

18KV X4

[

Fig. 4b Hoja (Ho) de Ruppia maritima vista al Microscopio
Electrénico de Barrido a 44x.



Fig. 4¢ Vista de uno de los dientes (Di) del borde de la hoja de Ruppia
maritima a 1300x.



En su estructura interna las hojas presentan una nervadura central
y dos conductos aereos laterales (Fig 5a); en estos conductos se
presentan septos a lo largo de la hoja. La forma de la hoja es
filiforme. En la figura 5b, ¢ y d se puede observar que en un
corte transversal existen dos capas celulares en las zonas gque
rodean a los canales aéreos y que las células gque rodean a éstos
son de mayor tamafio que el resto, ademds de contener los
cloroplastos en mayor nimero y dimensién (Figs. 6a, b, c y d).

La inflorescencia es espiciforme, terminal, pedunculada y se
encontrd situada entre 1las bréacteas (Figs. 7a, b). En 1la
inflorescencia se encuentraron dos flores con pistilos y estambres
(Figs. 7c, d y e). El pédunculo a diferencia de otras especies
como Ruppia didyma Sw. (Novelo, 1991) se elonga hasta 15 y 20 cm
(Fig.3a).

El numerc de frutos gque se desarrollan es en drupos de cuatro
(Fig. 8a y b), con un pediculo de 2.5 cm de largo de forma ovoide
con una concavidad y un &dpice en forma de estilete. En la figura
8c, d y e se presenta un corte transversal y longitudinal de un
fruto y se puede observar el pediculo, el epicarpo, endocarpo y
. los inicios de la formacidén de la semilla.

Los granos de polen tienen tres 1l6bulos con una superficie rugosa
(Fig. 9a, b y c).

De todas las colectas realizadas en las diversas localidades
solamente en la la:una de Alvarado (julio, 1986 y febrero, 1987) y
Nichupté (septiembre, 1990) se encontrd Ruppia con inflorescencia,
también se observd que Ruppia colectada en Nichupté presentd hojas
mé&s anchas y en general se encontraron poblaciones més sanas.

En. la tabla 4 se presentan los datos obtenidos en este estudio
respecto al peso hiimedo y peso seco y se establece la comparacién
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Fig. 5a Corte transversal de la hoja (Ho) de Ruppia maritima en
donde se observan dos canales aéreos (Cae), la parte abaxial
(Hab) y adaxial (Had) asi como la vena media (Vm).

18KV X228 8865 108.0U JEOLS

Fig. 5b Corte transversal de la hoja (Ho) en donde se
observa un diafragma transverso (Dt) que divide en varias
secciones a las hojas. Vena media (Vm).
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Fig. 5¢ Corte longitudinal de la hoja (Ho) pasando por la vena
media (Vm), en donde se observan las células del meséfilo (Cem)
y la alternancia de estas. Se identifican canal aéreo (Cae) y células

de la epidermis (Cep).

Fig. 5d Corte longitudinal de la hoja en donde se observa uno
de los diafragmas transversos que separa en dos secciones a la
hoja (Dt). Se advierte la diferencia en tamano de las células
adyacentes al canal aéreo (Ceae) con respecto a las de la

epidermis (Cep)
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Fig. 6ay b Estas micrografias muestran la posicién y tamafno de
los cloroplastos (Cl) en ambas capas celulares (células
adyacentes al canal aéreo (Ceae) y células de la epidermis

(Cep)).



.

Fig. 6¢c y d Ambas micrograffas muestran las diferencia de
tamanos de los cloroplastos (Cl).



Fig. 7a Inflorescencia (In) de Ruppia maritima en donde se
observan varias anteras (An) desprendidas y los carpelos de una

Fig. 7b Inflorescencia joven (In) saliendo entre las bracteas (Br).



Fig. 7¢ Vista frontal de una de las flores donde destacan los estigmas
peltados (Es), parte del ovario (Ov), anteras (An) de una
inflorescencia (In).

18KV X680 062@ 100.80 JEOLS

Fig. 7d Acercamiento de una antera en donde destacan las tecas (Te)
y sus suturas (Su).
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Fig. 7e Vista general de la inflorescencia (In) en donde
se observa una flor (Fl), estigmas (Es) , ovario (Ov),
tecas (Te) y antera (An).



Fig. 8a Desarrollo de la infrutescencia de
Ruppia maritima

Fig. 8b Frutos (Fr) en donde se observa su
punta aguzada (Pa) y su concavidad en el
epicarpo (Cpe).




Fig. 8¢ Corte longitudinal de un fruto (Fr) de Ruppia maritima
se observa el embrion (Em), pericarpo (Per) y el endocarpo
(End).

-
18KV Xea 8814 106.06U JEOLS;

Fig. 8d Corte transversal de un fruto (Fr), se observa el
endocarpo (End), pericarpo (Per) y el tejido parenquimatoso
perforado (Par).
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Fig. 8e Fruto joven (Fr) de Ruppia maritima, se observa la parte
del pediculo (Ped) y estigma (Es).



Fig. 9a, by c. a) Vista general de un grano de polen (Gp) de Ruppia maritima ,se observa
su ornamentacién (Or). b) Granos de polen (Gp) vistos a 480x . ¢) Acercamiento de la
ornamentaci6n (Or) a 4800x (sin acetolizar).



con los encontrados por  Escobar (comunicacidén personal);
observéndose que los porcentajes varian dependiéndo de si se toma
a la planta completa o se tratan por separado las hojas de los
rizomas; tal vez este sea el factor que estd contribuyendo de
forma importante a la obtencién de resultados diferentes.

RELACION ENTRE EL ARREGLO DE LOS CLOROPLASTOS Y LA ACTIVIDAD
FOTOSINTETICA.

En los resultados obtenidos por fotomicrografia se observé que 1la
distribucidén de los cloroplastos tiene un comportamiento ordenado;
este se inicia con una fase de aleatoriedad obtenida después de un
periodo previo de obscuridad (19 y 120 hords); en segundo lugar se
desplazan hacia el margen de la célula y tienden a presentar
movimientos de circulacién ciclica éste fendmeno se observd
después de someter a la hoja a periodos de iluminacién de 15 min.
hasta 1.30 horas (Figs. 10a, b y ¢). Como dltima fase tenemos que
los cloroplastos forman conglomerados en el centro de la célula
estando estos arreglados de manera diagonal en toda la hoja y
habiende dejado de moverse obteniendose asi un mayor paso de luz
ésto sucede después de un periodo de irradiacién largo (desde 40
. min., hasta 2.15 horas) (Fig. 10d). '

Como paso siguiente se realizaron espectros de absorcién en la
seccién media de hojas jovenes. Para poder obtener el espectro
correspondiente abarcando toda la franja del visible que va de 380
a 800 nm. De este trabajo fueron obtenidos como longitudes de onda
que presentaron picos de actividad o absorbancia importantes a 409
y 698 * 4 nm (Fig. 11). También se obtuvo que los periddos de
obscuridad deben ser no menores de 12 horas y que entre mds tiempo
pase la hoja se deteriorari y esto se ve reflejado en el tiempo
gque la hoja tarda en alcanzar su maxima absorbancia. Los factores
antes mencionados pueden observarse en la figura 12a; en donde una



Fig:10a Cloroplastos de la primera capa celular de Ruppia maritima
) : en fase de total uleatoriedad después de un periodo de obscu

ridad de 19 horas.

Fig. 10b Cloroplastos de la primera capa celular de Runpia maritima

que coftienzan a colocarse en los extrenos de la pared celu-
lar habiendo sido iluminados durante 15 ninutos.



Fig. 10c Cloroplastos de Ruppia maritima pasando de la distribucidn

de "peristrophe'" a la de 'racimo"”

Fiz. 10d Cloroplastos de Ruppia maritima en posicidén de ''racimo"
o L 1

o "conglonerados' al centro de la célula.
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Fig. 11 Espectro de absorcién de hojas de Ruppia maritima
en la franja del visible.
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12. a) Porcentajes de absorbancia con respecto al tiempo
en hojas de Ruppia maritima con un periodo previo de
obscuridad de 19 (A) y 120 (B) horas. b) Incremento
en el porcentaje de absorbancia para diferentes lon
gitudes de onda con respecto al tiempo. Se puede ob
servar que al paso del tiempo y manteniendo la hoja
iluminada existe un incremento en la absorbancia in
dicando que se estd llevando a cabo la fotosintesis
y el movimiento orientado de los cloroplastos.




de las hojas fue expuesta a un periodo de obscuridad de 19 horas Yy
la otra a 120 horas obteniendose asi sus médximos de absorbancia a

los 8 y 55 minutos respectivamente.

En la figura 12b se observa el incremento en el porcentaje de
absorbancia para diferentes longitudes de onda con respecto al
tiempo. Al paso del tiempo y manteniendo a la hoja iluminada
existe un incremento en la absorbancia indicando en primer
instancia que se estéd trabajando con material vivo y que el
movimiento orientado de cloroplastos se est& realizando.

Combinando los resultados obtenidos por medio de las
microfotografias y los espectros de absorbancia se puede decir que
existe una relacién directa entre la absorbancia y la distribucién
de los cloroplastos dentro de la célula; teniendo -que para la
mayor absorbancia la distribucién de los cloroplastos se da en la
periferia de la célula "antistrophe'". La menor absorbancia se
registra cuando los cloroplastos se situan en el centro de 1la
célula "“parastrophe" tal y como ha sido observado en otras
especies como Egeria densa (Benavides, 1986 y Haupt, 1982, 1983).

. AISLAMIENTO DE ACIDOS GRASOS

En la tabla 5 se presentan los productos que se identificaron para
hojas y rizomas de las muestras obtenidas en Alvarado y Nichupté.
Cabe mencionar que en ambas muestras Yy en sus repeticiones se
obtuvieron siempre mayor nimerc de compuestos en las hojas que en
los rizomas y gque también se presentaron mds abundantes
(Figs. 13, 14 y 15).

Los &cidos grasos mejor representados son: palmitico, esteérico,
oléico, 1linoléico, 1linolénico y miristico en las muestras de
Alvarado; para el caso de Nichupté fueron los mismos excepto el



Tabla 5. Tiempos de retencién determinados para los 4cidos
grasos de hojas y rizomas de Ruppia maritima.

ACIDOS PRESENTES ALVARADO, VER. ALVARADO, VER. NICHUPTE, Q. ROO. Halodule wrigthii NICHUPTE
HOJAS  RIZOMAS HOJAS ~ RIZOMAS HOJAS  RIZOMAS HOJAS  RIZOMAS

MIRISTICO 2.5 | 2.07 2.16 | 2.08 3.23 3.20 s 5.23

PALMITICO 2.57 | 2.24 2.0 2,24 5.74 3.38

ESTEARICO 2.49 | 2.70 2.93 | 2.71 6.61 6.56

PALMITOLEICO 2.63 | 2.55 3.37 | 2.93

OLEICO 2.96 | 2.87 3.56 | 2.88 6.79 6.67

LINOLEICO 3.44 | 3.27 3.96 | 3.28 | ----- g -

LINOLENICO 3.92 | 3.99|  4.36| 4.01 | --ee-

ARQUIDICO 4.35 | 4.46 4.74 e T 1 ---- ’ : - o 7'f'>;-. :

E
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"Fig. 13 Composicibn de &cidos
grasos para hojas y rizomas de
Ruppia maritima colectada-en el .
sistema lagunar Alvarado.
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Fig. 14. Composicién de 4cidos grasos vara hojas y rizomas de Ruppia maritima

colectada en el sistema lagunar Alvarado.
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colectada en el sistema lagunar Nichupté.
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linoléico y linolénico y ademds se acentud la presencia de &cidos
de cadena corta como el &cido butirico, ambos efectos son indicios
de temperaturas medias ambientales mas elevadas (Lehninger, 1978;
Garcia, 1989).

En la figura 16 se muestran los compuestos antes mencionados en
otra especie (Halodule wrigthii) que fue colectada en Nichupté y
que comparte el mismo habitat con Ruppia maritima presentando el
mismo patrén de composicién de acidos grasos.

AISLAMIENTO DE FLAVONAS

Del  andlisis por cromatografia en papel se realizaron <tres
réplicas para el caso de hojas y rizomas de Nichupté (Figs. 17 y
18); en el caso de Sontecomapan fueron cuatro réplicas de hojas
(Fig. 19). '

En la observacién a simple vista se encontré que en Nichupté se
obtuvieron un menor nimerc de manchas en hojas que en rizomas y al
ser expuestas a la luz de longitud de onda larga se presentaron
manchas con fluoresencia verde, azil y amarilla béasicamente,.
encontrandose éstas muy bien 1localizadas y guardando un mismo
patrén de distribuciér en el papel en todos los casos.

Para cada mancha obtenida por éromatografia en pépel se realizaron
corrimientos en UV (ultravioleta) para evaluar los picos de
absorbancia; esto se realizd primeramente con el extracto simple y
después agregando una gota de metdéxido de sodio, observandose el
incremento en 1la absorbancia en algunas de las fracciones esto
sirve para determinar la prescencia de grupos fendlicos. Del
andlisis de las absorbancias para cada fraccién, el color de la
mancha y su distribucién en el cromatograma se obtuvo una lista de
compuestos probables (tabla 6).



< £

-

@ Flavone {
tri-g-glye i}
Q . |
Flavonst
ISOFLAVONE | grestena)
tri-Geghic
Flavone di-Oglye i
(3, %)
i lavonel 79 digin
FLAVARONS tasnmgrnn]
o DINYDROFLAYONCL
Isoflavone
. T0-diglye
FLAVONI Lapryonnt '5' \ Flavonol tsaftavone |
/\, H $-0merogte - coomgiye 1
I
TLAVONOL (haraptovel | e \ Flavonal e
G 3-0-diglye
3 \ I
/\ HALCONE 14,7, 6% rihydens & \ Caeechin f
° ihy w
H \ Epicateching &
AURTNE 14,6,6% inhpdenny] i \ 3-0-monogyc g !
N1 = ~ Dibydro- 3
3 .
/ g5 flavonol o
o
\, 1R \ | Agtycones g
il e g
a — : — = 3
\_// Instsequmdm 3.0 hossutete ) E | Aglycones *
| s & FLAVONE € AND
R 1] & 8 1sentavone C-/0-GLYCOSIDES
(|23
I_ Flavanone

o WD @ Ty

le 15 4 15 12

Fluorescencia café

22% Fluorescencia azil
Fluorescencia verde

Fluorescencia amarilla

Fig. 17 Distribucuén de 3 cromatografias en papel de los rizomas de Ruppia maritima
del sistema lagunar Nichupté.'



" oRteRy Flavone
Tri-O-glye

1S07LAYONT 4 geeestownt
Flavonol
tri-0-glyc

Flavone di-0glyc * FLAVANONE dnsriopeanl

-
¥
[
|

(’. b5 . or DINYOROFLAVOROL
Flavonol 70 diglyd \
t3aflavone SAYOMT (apngenn )
Flavonot R RUT v :
7-0-ponaglyc
° 3 Flavant Isoftavonc | ] FAVONDL (aungtoiot
IR s-0-aonoglye - monogrye{ | { /\
] 3 R |
H ; \\ Favorot | - =|d //\ CALLON (6. 6% bmporae]
H \ Yodige |
i K. \ . - | / 0N 1Lty
3 - Dihydroflavond m
. H A Epicateching R g
: \ TlE /
B ~ Dihydro- 2
X ~ flavonol a ANTNOTYARIN
- o 1 jwmdn 30+, o
i Lo ]
E ~— i é » ~ e [} “r " Ana
H
P Aglycones FLAVONE C AND F1 N £
£ 8] Luettrvons o70-GLICOSIDES - uorescencia café
HE
A fvanene Fluorescencia azfil
Fluorescencia verde
It}

Fluorescencia anaranjada

Fig. 18 Distribucién de manchas de tres cromatografias en papel de hojas de Ruppia maritima
del sistema lagunar Nichupté. ’ ,



Ty T . T =——=
AW o 2] orecey ’
e L asonvont tgmiteny N Flavone i
ErIRY O e e R tri-O-gye ) !
AR\ N \
e : Flsonal - Jf
A S omvanont inpnmgrany
BE " we DINYOROFLAVONDL | tevogie § 1
B, Flavens Jl -Oglyc :
= E i 3,0 :
e bl : t | [rravone Flavonol -3 digiy f
Y L BLAYONL | apigemin) 0-nonagtyc
e : : ! t \ [soflavone I
N B i JFlavenol 2.0 diglye i
BN A FLAVOHOL { hawnpioral | ; I T—— A :
BN I R ‘ u Flavanot tsoflavone |- .
\4 AL i Bl \ 3-0-menoglye [l cgrnctye t
/\ LHALLONE T 1 n'm.»,a..“ 2 \ i
o / : f E \ Flavoral = = =f4
S AURUNE 8, 6,87 tngdoaep K] sty '
g 2 \
u \ Catechin [ i
) h v
\”\_/ . g \ Fpicatechin] %‘
1z AN y £
AR YAMIN | - ~ Dihydro- El
/ toelaegenigin 320 rhasapiide | } a fiavanol :
: L I K a
[ " [ N 450 09 Anm E ~ Aglycanes %
g
K ~— — 1 3
“wl Aglycones
¢ g FLAVONE C AND
§ 8| 1seflavone C-/0-GLYCOSIDES
Z 2
Flavanone

Fluorescencia café
Fluorescencia azil

Fluorescencia amarilla

mmmmum\m\\\\\mﬂﬂm\m\\\\\m\mmmmmm'\";;.}_\

e i

Fig. 19 Distribucuén deAmanchas de 4 cromatografias en papel de hojas de Ruppia maritima
colectada en el sistema lagunar Sontecomapan. :




Tabla, 6

Metodologias utilizadas para el andlisis de flavonas en Ruppia maritima -

colectada en los sistemas lagunares Alvarado, Sontecomapan y Nichupté.

Método

#de Réplicas

# de fracciones

Localidad de

Estructura

Posibles Compuestos

Utilizado Trabajadas Obtenidas Colecta

Cromatoeralia . . . : Flavonol + Flavonas (Brgctca-
en p;poﬁ‘ ) 3 H Nichupté Hojas tina, Kampferol, Acacetina)
Espectros de 1 por cada F + Flavonas
Absorcién fraccibn 14 Nichupté Hojas Lavonol vonas
Cromatografia Flavona + Isoflavona (lLutcoli-
on p'lpo‘l 3 19 Nichupté Rizomas | na, Diosmetina, Patuletina)

' Flavonoles + Flavanona +
lspectios de 1 por cada . . . ; Jed;

Absorcidn fraceidn 19 Nichupté Rizomas | Isoflavanona + Flavona
Cromatografia 1 12 Alvarado Hojas
en columna

Cromatogratia . 17 Avarado Rizomas

en coluwma

Cromatografia Flavcnas + Isoflavonas

en papel 4 13 Sontecomapan Hojes (Apigenina, Sulfuretina)




Con el fin de poder corroborar los datos ya obtenidos se realizd
una cromatografia en columna para extractos de hojas y rizomas
obteniendose 17 fracciones para rizomas y 12 para hojas.

Las fracciones obtenidas fueron seleccionadas en base a su peso
(mayor de 0.02 g) para llevar a cabo el proceso de silanizacidn y
concluir con la cromatografia preparativa de alta resolucién.

Con base en los espectros de ultravioleta (Fig. 20) y masas (Fig.
21) se obtuvo para la fraccién de hojas de Ruppia maritima un'peso
molecular de 256 y un pico de absorbancia en 398 nm. Estos
espectros correspondieron a Liquiritigenina y/o Pinocembrina (Fig.
22a y b).

También se encontrdé una substancia de peso molecular de 284 segln
el espectro de masas y con'picos de absorbancia en 402 (Figs. 23 y
24) proponiendose como estructuras la Aureosidina y Acacetina
(Fig. 22c y 4).

Se separaron dos substancias de peso molecular elevado c¢on 415 y
419, para ambas se determinaron espectros de masas (Ms) ,
resonancia (1HNRM) e infrarojo (IR). En el espectro de IR se
"identificaron las sigulentes sefiales bara diversos grupos; alcohol
-(3330), alcano (2910}, lactona (1730); aromdticos, eter (1255);
metil cetonas, acetales, alcohol (1452) vy esferes (2800~2910)
(Figs. 25 y 28). En los espectros de masas se estimaron pesos
moleculares elevados de 415 y 419, los tiempos de retencidén van de
4.3 para PM de 415 y 8.8 para PM de 419. Se obtuvieron sefiales
para metilos, dcidos aromaticos, hidroxiaminas, alcoholes
terciarios, sulféxidos, 2-metil-aromaticos, propile, cicloalcanos,
metilcetonas, acetatos y esteres metilicos aromaticos (Figs. 26 y
29).

En los espectros de 1HRMN se tienen evidencias de la silanizacién,
existen OH de tipo fendlico, metilos alifdticos, evidencia de
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Fig.20 Espectro en UV de fraccién de hojas de Ruppia maritima correspondiente
a Liquiritigenina y/o Pinocembrina.
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Fig.21 Espectro de masas de fraccibén de hojas de Ruppia
maritima correspondiente a Liquiritigenina y/o
Pinocembrina.
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maritima correspondiente a Aureosidina y/o Acacetina.
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Espectro de infrarojo de fracciones de rizomas de Ruppia maritima
correspondiente a 23 a mino 3,6 dihidroxi-colestano.
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Fig. 26 Espectro de masas de fracciones de rizomas de Ruppia
maritima correspondiente a 23 amino 3,6 dihidroxi-colestano.
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Fig. 28 Espectro de infrarojo de fracciones de rizomas de Ruppia maritima
correspondiente a 23 amino 3 hidroxi colest-5-en-7-omna.
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Fig.29 Espectro de masas de fracciones de rizomas de Ruppia

maritima correspondiente a 23 amino 3 hidroxi colest-5-en-7-ona.



hidrégenos diferentes a metilenos, evidencia de CHZ-C— ;

hidrogenos en base de oxigeno (lactona); existen metéxilos en
4.35, triplete (lactona o eter) vy protones vinilicos en 5.3
(Figs. 27 y 30).

De los andlisis realizados a los diferentes tipos de espectros se
proponen los siguientes compuestos: 26 amino 3,6
dihidroxi-colestano y 26 amino 3 hidroxi coles-5 en 7-ona (fig.
3ia ¥y b).

Con respecto a todos los ‘compuestos obtenidos cabe mencionar que
se requieren algunos otros estudios asi como la repeticién de los
ya realizados para poder tener una confirmacién absoluta de las
estructuras antes propuestas.
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Fig. 27 Espectro de resonancia de fracciones de rizomas de Ruppia maritima
correspondiente a 23 amino 3,6 dihidroxi-colestano.
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Fig. 30 Espectro de resonancia de fracciones de rizomas de Ruppia maritima

correspondiente a 23 amino 3 hidroxi colest-5-en-7-ona.
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Fig. b 26-amino-3,6-dihidroxi-colestano

Figa.3lay b Esteroides obtenidos de rizomas de Rugodr musritizs .



DISCUSION

En el presente trabajo se observaron las diferencias ambientales
entre los tres sistemas lagunares estudiados, estas diferencias
estan afectando a nuestra planta ya gque la Ruppia maritima
colectada en la laguna de Nichupté tuvo hojas méds anchas pero
menos largas que la colectada en Alvarado. Autores como Phillips
(1960) ; Thayer et. al. (1984) y Phillips y Mefiez (1988) han dado a
conocer que la temperatura es un factor preponderante para la
subsistencia de algunas especies de pastos marinos; de hecho 1la
distribucién ¢ las espe ies estda directamente relacionada con la
temperatura (Hartog, 1970).

Tomando en cuenta a los regimenes plﬁviales, salinos, la
temperatura, la profundidad y la turbidéz en donde fue encontrada
Ruppia podemos observar qﬁe la distribucién de esta especie esta
restringida a zonas muy someras, con alta turbidéz, salinidades
por debajo de las 35 °/oo y manchones no muy grandes mezclados en
algunos casos con otros pastos tales como Thalassia testudinum.

Un aspecto de importancia es la reproduccidén en esta especie (su
plasticidad genética), ya que las condiciones ambientales estaréan
determinando por ejf.plo su floradién, su tasa reproductiva 'y
otros aspectos; asi pués la distribucidén puede ser muy amplia pero
solamente en ciertas areas encontrara el medio adecuado para poder
llevar a cabo sus funciones; pudiéndo llegar a modificarse su
distribucién dré&sticamente al paso del tiempo (Pielou, 1979).

La duracién de la vida de una especie en relacién con los
principales ciclos ambientales, tiene consecuencias genéticas., Si
la duracién de la vida es mas corta que los periodos principales
de los <ciclos ambientales, 1las sucesivas generaciones se
desarrollan sometidas a condiciones distintas y los ciclos



ambientales funcionan come una serie de filtros de distinta
selectividad. Su resultado son especies ‘elativamente plasticas
desde el punto de vista de la fenogénesis como podria ser 1la
ciclomorfosis. Si la duracién de la vida se extiende a mas de un
periodo del ciclo ambiental, las sucesivas generaciones se
desarrollan bajo condiciones equivalentes y se puede seleccionar
un desarrollo canalizado a una fenogénesis menos variable. E1
resultado son especies de menor plasticidad, pero de mayor
tendencia a la diferenciacidn genética de expresién geografica
{Margalef, 1979; Pielou, 1979). Esto se ve reflejado en nuestra
especie encontrande que las diferencias existentes entre especies
de Ruppia son muy especificas y obedecen a cambios meramente
ambientales (Novelo, 1991).

La ciclomorfosis es un fendmeno general i .nifiesto igualmente en
organismos bentdénicos y terrestres, este es un cambio fenogenético
que se ha observado en algas. La temperatura es determinante y
fundamental en la ciclomorfosis pero no se excluye la influencia
de otros factores, la fotoperiodicidad es un factor que la influye
directamente. La inactividad peridédica no es siempre de periédo
anual; los cambios periédicos pueden ser respuestas directas o
bien estar basadas en ritmos ~endégenos, por ejemplo la
deshidratacién de algunos organismos que habitan lugares en donde
existe una alta evaporacidén y desaparicidén del agua o por una

. concentracidn salina excesiva, es una respuesta directa entrando
en estado de anabiosis o de vida latente, de metabolismo
prédcticamente nulo, hasta que el medio es adecuado. En muchas
especies, la anabiosis, criptobiosis, hipnobiocsis o vida latente,
es un fendmeno regular y periddico, inserto profundamente en la
organizacidn de la especie y que en el curso de la evolucién se ha
acoplado a una ritmicidad general, de tipo enddgeno y gobernada
con frecuencia por un fotoperidédo o por un termoperidédo (Pianka,
1978; Margalef, 1979; Pielou, 1979).



T homo®T LES . IIOSGAEnhO USSR IOTNNE RO L ey

AN
W

sofeEmes SEIIT M TITEIOS WhE SEENNONE PRa Al BhEG Baa

ToSTTTOLIIET W OMIEALS DONRIROS DR N BT R B S

TET1TL3 e AUNNER AT AN OWISN A BB Y avevaie

R I A R N T et

SR AN

DA ONEGRY Ry ek (LTI Wil w

rzlz CTATIRTT SN TACTAER R VNG L Tty ke bty b
Tsraeperiddos.

Dentrc d@ =STIS ASPactad @a do sl ARG ARG T v e g FLAba
muy reciente de  Novelv  (1991) ay al gie ww Pty i
comparacién realmonte siuntfivativa aibva fas b dal il s |
de Ruppia que han atdo veporiadaa Hus iy sinbe Arpiilaia coipey wl
nidmero cromosomico ¥y o @l i el e a0 bbb s Pisi g
establecer diferencian comibetan ¢ oadygn bl Tvab Divgie gy vind w RRUIEATE
Novelo (1991) haco anrfasdis wn aopewilos g |y dhbsabo Hame by ki
Ruppia didyma la cual  ae jaicapais soame ke o ey |t b
continental encontrandore Ll iwda vi Vi Vadam | e 1ng) i i
mas de 2500 km de digtancia, Db Vg e I T VYT TR st pt
de distribucidn qua se  preaentba ey aeas b g b )il fin

similares a Puppla maritima gy evweand diideics i Dad i sdinddeie
L

O ‘, . . : ;
Lantc en el FaClificw i st sy eni e, ptsiih ik st b il i pitpias )
esTanlecer 123 GILIGrencion  Leg [ ifediiies dien et wicp 110 Jr bk
ifentificar lzz ciferenveay wapes ey

Rowels (1221 rnzoe reterera o wvlis g, Gl Jeptfis o SR A R

. 4,

HA G ke J G g k) D sy

GEEEL A £ ALy K
R S A L B Y S ¥ T

A Al el gt

s R Lt
E LT L S N VP

A AR BT J G A
PRV = ’,/ R AL 4



aplicando 1las consideraciones hechas anteriormente a Ruppia
podemos decir que tenemos una especie que si bien presenta una
distribucién muy amplia podemos observar diferencias de tamafo con
relacidén a la latitud en donde ésta fue colectada. En lo referente
a su floracidén también se observa dque solamente en condiciones muy
especificas sus flores han podido ser colectadas y esto se
relaciona directamente con factores como la fotoperiodicidad o 1los
termoperiddos.

Dentro de estos aspectos es de suma importancia citar un trabajo
muy reciente de Novelo (1991) en el que se presenta una
comparacidén realmente significativa entre las diferentes especies
~de Ruppia que han sido reportadas incluyendo aspectos como el
nimero cromosémico y por el gue sin lugar a dudas se pueden
establecer diferencias concretas y significativas. En este trabajo
Novelo (1991) hace enfésis en aspectos como la distribucidén de
Ruppia didyma la cual se reconoce como el primer reporte
continental encontrédndose localizada en las Islas del Mar Caribe a
mds de 2500 km de distancia. Debe hacerse mencién que en el mapa
de distribucién que se presenta parece tener caracteristicas
similares a Ruppia maritima presentandose en latitudes similares
tanto en el Pacifico como en el Golfo, resulta interesante poder
establecer 1las diferencias morfoldgicas que han servido para
identificar las diferentes especies.

" Novelo (1991) hace referencia especial al largo de los pedinculos
de la inflorescencia (mayores en Ruppia maritma), los carpelos que
cominmente crecen en pares compartiendo el mismo pediculo. Novelo
(1991) menciona que: "la espiralizacidén del pedinculo creemos que
no puede ser un caracter distintivo y constante puesto que en
muchas otras familias de plantas acudticas esto mismo ocurre
cuando el fruto madura debajo del agua"; esta anotacidén resulta
ser muy significativa ya que lo espiralado y su largo parecen ser



caracteres no determinantes; estos pueden ser producto solamente
de respuesta a cambios meramente ambientales. Si analizamos 1la
funcién del pedinculo de la inflorescencia podemos decir que éste
se define como eje portador de una inflorescencia y se ha
reportado que en algunas especies se presenta fototropismo
positivo; esto puede aplicarse al caso de nuestra especie,
encontridndose ella en ambientes con poca incidencia de luz en el
fondo, esta especie desarrolla sus pedinculos, lo que le permite
acercarse a la superficie y obtener asi una mayor captacién de
luz, la cual se puede considerar un factor ambiental disparador de
procesos como la heterofolia o polimerfismo foliar, crecimiento y
germinacidén entre otros (Margalef, 1979).Esta capacidad de poder
modificar la forma o el tamafio de diversas estructuras en la
planta depende de su eficiencia y economia, ya que se selecciona
al estimulo que reune mds ventajas para la planta, existiendoc asi
una asocliacién entre el estimulo eficaz y el cambio respecto al
cual tiene sentido la morfosis producida.

Al respecto de lo anteriormente mencionado se podria relacionar
con las diversas especies que viven ya sea en el trépico o en
latitudes mayores, teniendo asi respuestas mas répidas las del
trépico gque las de latitudes mayores, pero esto estd también
relacionado con la duraqién de los inviernos, primaveras y veranos
en las distintas latituaes (Mohr, 1972).La pregunta seria que tan
adaptadas estan unas especies con respecto a otras asi como cuales
son sus mecanismos de respuesta tanto para la captacién de luz, la
reserva de energia, cambios de temperatura y otros factores.

Con respgcto a capacidad de penetracidn de la luz resulta de gran
importancia tomar en cuenta la gran cantidad de organismos gque
habitan sobre la superficie de las hojas de Ruppia y que en este
caso en su mayoria fueron algas y briozoarios. Estos organismos de
algin modo también estadn afectando la llegada de 1luz sobre la



superficie de la hoja. Ppodria pensarse que de acuerdo a los
pigmentos gue estas algas posean entonces dejardn pasar solamente
cierto tipo de longitudes de onda pudiéndose intuir que éste es un
tipo de simbiosis reguladora de los efectos de la luz sobre el

pasto.

Estudiando los mecanismos de respuesta para la captacién de 1luz,
tenemos que el movimiento orientadoc de los cloroplastos resulta
ser muy importante, ya que si nosotros consideramos la estructura
molecular de la pared celular de éstos y la posicién o acomodo que
cada uno de los fotopigmentos (complejos antena) adquiere durante
las diferentes orientaciones de los cloroplastos ("antistrophe,
parastrophe y peristrophe") y dque ésto estid relacionado con la
intensidad luminica que ellos perciben asi como los periodos de
obscuridad a los gue puedan estar sometidos; resulta de gran
interés el poder establecer los mecanismos de respuesta ante la
variacién de estos factores para cada una de las especies y en
nuestro caso una especie de pasto marino; planta acuédtica que es
considerada cosmopolita, lo que implicaria que puede estar en
latitudes muy al norte o en el Ecuador abarcando periodos de
iluminacién, temperaturas y en general ambientes muy diversos.

En nuestro caso algo que resulta interesante es el factor tiempo,
el cual se ha observado varia con respecto a cada uno de los
patrones ("antistrophe" y '"parstrophe") y de la especie dque se
esté estudiando; siendo mucho mds largo que en otras especies
como Egeria y mostrando que entre mds tiempo pase nuestra especie
en obscuridad previa a 1la irradiacién también tardara mas en
llegar a 1los diferentes patrones de distribucién de los
cloroplas.tos.

En este trabajo coincidimos con Benavides (1986) en gue para
Egeria asi como en Ruppia se incrementa la absorbancia en todas
las longitudes de onda pudiéndose establecer que los



fotoreceptores pueden variar en su posibilidad de captacidén de 1luz
estando esto directamente relacionado con el tiempo de exposicién
y el periédo de obscuridad previo; ademds de que esto varia de
acuerdo a cada especie, en cuanto a la rapidéz de los cambios.

Relacionando el movimiento orientado de 1los cloroplastos a la
fotomorfogénesis que ha sido definida como el control del
desarrollo vegetal y de 1la diferenciacién por medio de 1luz,
independentiemente de la fotosintesis, sin olvidar que todos estos’
fendémenos dependen de la informacién genética que se tenga vy
también del medio ambiente (Mohr, 1972; Vogel y Angerman, 1979).

En el desarrollo de la fotomorfogénesis se han visto involucrados
el fitocromo Pr 630-660 y Pfr 700-730 los dque han sido definidos
como cromoproteinas las que son importantes para la
fotomorfogénesis como la clorofila para la fotosintesis. Se puede
decir que la cualidad de mayor importancia en este sistema del
fitocromo es la capacidad de reversibilidad que existe entre el Pr
630 a Pfr 730 o al inverso Pfr 730 a Pr 630, estando este proceso
directamente ligado a factores como el tiempo de irradiacién
(Mhor, 1972).

En el presente estudio el proceso de fotomorfogénesis 1lo
encontramos relacionado con la posibilidad de captacidén de luz por
medio del movimiento orientado de 1los cloroplastos, ya que 1la
captacién de luz por medio de Pr y Pfr estd ligado a la posicién
de estos fotoreceptores en la membrana de los tilacoides. Anderson
y Andersson (1988), mencionan que ademds de que las plantas estén
geneticamente adaptadas a lugares con mucha luz o sombra muchas
pueden lograr subsistir a estas condiciones por medio del cambio
(o alterando) la composicién y estructura de las membranas
tilacoides de hoja a hoja o a través de una misma hoja. E1
planteamiento de esta teoria es muy importante para las plantas
acudticas ya que estas perciben diferentes tipos y cantidades de



luz segGn la profundidad y turbidéz existente en el medio; esto a
su vez se ve reflejado en aspectos como el tamafio de las hojas, o
el desarrollo de estructuras como el pedinculo de la
inflorescencia que en el caso de nuestra especie lo encontramos
muy desarrollado.

En este trabajo se abarcaron algunos aspectos de la fitoquimica de
Ruppia y de los cuales vale la pena hacer mencidén ya que existen
muy pocos trabajos a este respecto. Ciertamente esta parte fue la
mas dificil con respecto a la metodologia utilizada para 1la
obtencién de moléculas quimicamente puras.

Con respecto a los dcidos grasos extraldos de rizomas y hojas
tenemos una mayor diversidad dentro de 1los rizomas y ademas
podemos observar variaciongs con respecto a las proporciones de
los &cidos en muestras tomadas en dos zonas o latitudes distintas
(laguna de Alvarado y Nichupté) y en diferentes épocas del afio
(primavera y verano).

Este punto resulta interesante comparado con otros estudios gque se
han realizado en especies terrestres (Garcia, 1989) en donde 1los
porcentajes de &cidos grasos var;an de acuerdo a factores
ambientales relacionacos directamente con la latitud y altitud
ademds de con las variaciones estacionales anuales. Para nuestra
especie el factor latitud y los parametros amBientales como la
temperatura son 1los que consideramos determinantes para las
variaciones de &cidos grasos.

Dentro de los 4&cidos grasos gque encontramos en nuestro estudio
tenemos principalmente dcidos como: palmitico, estedrico,
palmitoléico, oléico, linoléico, linolénico, arquidico Yy
miristico; teniendo cada unc de éstos diversas funciones vy
caracteristicas.



Podemos decir que en general todos poseen una cadena
hidrocarbonada larga con un grupo carboxilo terminal, esta cadena
puede ser saturada como el caso del &cido palmitico o pueden tener
uno o mas enlaces dobles como el Acido oléico siendo este
insaturado. Asi nuestra especie contiene de los dos tipos de
acidos y se puede decir que en mayor proporcién los saturados.

Los &cidos grasos insaturados predominan sobre los saturados,
especialmente entre las plantas superiores terrestres que viven en
temperaturas bajas, estos poseen puntos de fusidén mas bajos que
los saturados de una misma longitud de cadena; asi también los
dcidos grasos con un nimero impar de carbono aparecen con bastante
frecuencia en organismos marinos, los @&cidos 1linolénico vy
linoléico son tomados por diversos organismos de vegetales ya que
ellos no los pueden sintetizar, estos &cidos son precursores de
dcido arquiddénico que no se encuentra en las plantas (Lehninger,
1978) .

Diversos autores (Felger y Moser, 1980; Thayer et.al., 1984;
Phillips y Mefiez, 1988) hacen referencia a la importancia que
estos compuestos tienen como fuente de energia para los organismos
que los consumen como por ejemplo las especies de tortuga
(Chelonia mydas y Chelonia agassizei) que ingieren a Ruppia
~maritima.

Como ya se menciondé anteriormente también fueron estudiadas en
éste ctrabajo las flavonas y se obtuvieron compuestos tales como
Liquiritigenina, Pinocembrina, Aureosidina, Acacetina, 26 amino
3,6-dihidro-colestano y 26 amino 3-hidroxi-coles-5-en-7-ona; las
dos Gltimas substancias son esteroides; se puede decir que estos
dos compuestos se sintetizan béasicamente por la misma ruta
metabdlica.

En la ruta metabdlica para la sintesis de flavonoides también se
parte de la energia luminosa a partir del Pr y Pfr via las enzimas



PAL (fenilalanina ammonia-lyasa) Yy CAH (&cido transcinamico
4-hidroxilasa) jugando un papel importante la malonil-CoA para 1la
formacién de flavonoides al igual que el &cido cumdrico. Estos
compuestos en algunos casos son los que dan como efectos
fisiolégicos el color a las semillas (rojo, café, etc.) (Mohr,
1972).

La importancia de que en este estudio se hayan encontrado una
variedad de flavonas relativamente mds amplia en hojas puede ser
relevante en el sentido de que estos compuestos sirven como.
bactericidas, fungicidas, repelentes, atractores para predadores o
para gque organismos epifitos no se sitden sobre las hojas del
pasto. El ntmero de compuestos de este tipo estd relacionado con
la inhibicién de la herbivoria (Thayer et.al., 1984). Comparando
nuestros resultados con los de Mc. Millan et.al. (1981) en otras
especies de pastos marinos encontramos gque nuestra especie tiene
mayor nimero de compuestos y que esto es un reflejo de 1las
condiciones ambientales del lugar en donde fueron cclectadas las
muestras, mostrandonos de nueva cuenta que los pardmetros
ambientales influyen en el comportamiento de nuestra especie.

vComo hemos visto a lo largo de este trabajo todos y cada uno de
los procesos gue hemos tratado de un modo u otro, indirecta o
directamente tienen que ver o se ven afectados por la luz. Se
puede decir que la luz sea cual sea su longitud de onda es el
factor disparador de diversos procesos Yy en este caso
especificamente en 1la bioquimica del transporte de electrones
partiendo de la captacidn de un fotdén por medio de un fotopigmento
receptor y el transporte de este electrdn para la produccidédn de
diversos compuestos que sirven como materia prima para otros
procesos o como substancias de deshecho, esto es bastante
complicado y ha ‘'sido poco estudiado en un sentido mas amplio.

Algo muy importante que debemos remarcar es el hecho de que la
célula funciona con una gran eficiencia para lograr obtener 1los



mejores rendimientos desde diversos puntos de vista, ésto esta
basado en la especificidad que maneja cada uno de los organos que
la conforman y a su vez cada uno de los procesos dque en ellos se

llevan a cabo.

Autores como Seitz (1971), Barber (1976), Krause y Heber (1977),

Dring (1982), Haupt (1983), Halliwell (1984), Hoober (1984),
Takagi y Nagai (1985), Benavides (1986) et. al. (1987), Foyer
(1987), Anderson Yy Andersson (1988), han realizado diversos

trabajos que involucran procesos como el funcionamiento de los
fotosistemas I y 1II, las rutas metabdlicas ¢, v C4y 1la
participacién del Co,, del Ca+2, de las relaciones Mq2+/H+ Yy
K+/H+; del pH y del funcionamiento de los fotopigmentos en la

fotosintesis.

De 1los trabajos y procesos antes mencionados que estan
relacionados con el movimiento orientado de los cloroplastos y por
consiguiente con la fotosintesis podemos hacer mencién del ca*?
que junto con los microfilamentos de actina son los responsables
del movimiento orientado de los cloroplastos (Haupt, 1983); pero
indudablemente estos parametros estdn relacionados con el ATP y es
esta molécula la que parece brindar la energia nebesaria para

dicho movimiento.

También la gran variedad de fotopigmentos receptores reportados en
la literatura, y el rango que ocupa cada uno de ellos dentro del
espéctro de luz y el organelo en el que realizan sus funciones de
captacién de 1luz, indican que todos los procesos que tienen como
inicio 1la captacidén de 1luz estan directamente relacionados o
interconectados; aunque por ejemplo la fosforilacidén oxidativa en
mitocondrias se puede dar a intensidades bajas y dentro de los 300
a 500 nm (luz ultravioleta o azil). En este caso podemos observar
la relacién entre la intensidad y las diversas funciones y lo
especifico que resulta ser cada proceso.



Las conclusiones de este trabajo son en lo referente a los
aspectos ultraestructurales de Ruppia gque las estructuras gque
habian sido reportadas con anterioridad como el tipo de grano de
polen, la forma y color del fruto, ancho y forma de las hojas,
forma y disposicién de 1la infloresencia coinciden con 1los
resultados obtenidos en este trabajo; pero algo que cabe hacer
notar es la estructura interna de la hoja con referencia en
especial a los dos canales aereos Yy los diafragmas transversos
gque existen a lo 1largo de 1la hoja; asi como el doble
serrulamiento en la parte apical de 1la hoja no habian sido
reportados con anterioridad. También el tamafio de las células en
el que se nota gue las que estdn mas externas son de mucho menor
tamafio que las dque estdn pegadas a los canales .aéreos., Es de
importancia hacer notar que en nuestras micrografias de
microscopia electrdnica se pueden observar cloroplastos dentro de
las células siendo estos de diferentes tamafics.

Con respecto a la evaluacidn entre el arreglo de los cloroplastos
y 1la actividad fotosintética podemos referirnos en primera
instancia a las fotomicrografias en las que por primera vez son
reportados los diversos tipos de movimiento orientado de
cloroplastos en Ruppia maritima encontrandose gue por la relaciédn
que existe entre las micrografias y los espectros de absorcién
Yy de acuerdo a un tiempo de exposicién creciente gue estos
movimientos orientados son: aleatoreos (peristrophe), de canto
(parastrophe) y de cara (antistrophe).

Otro de los elementos b&asicos en este estudio son 1los A&cidos
grasos y las flavonas los que como ya se menciond anteriormente de
un modo u otro son producto de la utilizacién de 1la luz en 1la
sintesis de éstos, en este trabajo se dan a conocer como

compuestos gque constituyen a Ruppia maritima: Liquiritigenina,
Pinocembrina, Aureosidina, Acacetina, 26 amino 3 hidroxi



colest-5-en-7-ona y 26 amino 3,6 dihidroxi-colestano. Se encontré
que la presencia de &cidos grasos insaturados y saturados tiene
relacién directa con el medio ambiente en el que fueron colectadas
las muestras, siendo el pardmetro que influye directamente para la
obtencién de éste resultado la temperatura.

En lo referente a la distribucidn de Ruppia; en este trabajo se
hace incapie en la amplia distribucién geografica de esta especie
Yy a la que estamos contribuyendo con los reportes para las lagunas
de Alvarado, Sontecomapan y Nichupté por medio del aporte de
material al herbario nacional.

En este trabajo nos queda ademds muy claro gque existen problemas
desde la definicién de las unidades que se utilizan, hasta todo lo
que implica el tratar de trasladar una porcidén de laguna a un
laboratorio sin que ésto deje de ser un reto que nos motive a
seguir realizando este tipo de investigaciones, procurando siempre
mejorar las condiciones de laboratorio obteniéndose asi una
cercania mayor entre éste y las condiciones ambientales naturales;
y de ser posible resulta interesante el poder realizar algunos
experimentos en el medio ambiente natural.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

A = Absorbancia

Af(m) = Clima de Selva

ATP = Adenosina-5’-trifosfato

Aw = Clima de Sabana

Aw’’ (i) = Lluvia marcada en invierno y
corta en verano.

BuOH = Butanol

CAH = Acido transcinamico 4-hidroxilasa

CoA = Coenzima A

DMF

DMSO = Dimetil sulfdxido

EtOH = Etanol

FI = Fotosistema I

FII = Fototsistema II

HCO, = Bicarbonato

Dimetil formamida

HPLC = Cromatografia liguida de
alta resolucién
IR = Infrarojo
MEB = Microscopia electrdnica de barrido
MeOH = Metanol
EM = Espectro de masas
NADP = Njicotinamida-adenin-dinucleotido-fosfato
NADPH = Nicotinamida-adenin-dinucleotido~fosfato reducido
nm = Nanémetros
.0s0, = Tetréxido de osmio
PAL = Fenilalanina amonia-lyasa
Pfr o P730 = Fitocromo del rojo lejano
Pr o P680 = Fitocromo del rojo cercano
TBA = Terbutanol
UV = Espectro de ultravioleta
VIS = Espectro visible
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