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RESUMEN

La atmosfera de las grandes ciudades puede contener una gran variedad de contaminantes
gaseosos o particulados potencialmente dafinos a los humanos, a las plantas, y a los animales.
Los efectos de contaminantes atmosféricos y sus productos de reacciones fotoquimicas
secundarias no estan limitadas a las areas donde se generan, sino mas bien a las areas viento
abajo, donde se acumulan. La Ciudad de México es una de las regiones mas contaminadas en el
mundo, en la que, los oxidantes fotoquimicos tales como el ozono, son reconocidos como uno de
los problemas mas importantes de la contaminacién atmosférica. EI ozono en las plantas causa
dafio en las hojas, e intensifica el decline del bosque en altas altitudes como las montafias en
donde se localiza el Parque Desierto de los Leones en el suroeste del Valle de México. Los
sintomas visibles por contaminacion atmosférica oxidante en arboles de Abies religiosa en este
parque incluyen la pérdida de follaje, disminucién de la copa, dafio severo foliar, y moteo

clorético tanto en hojas jévenes como en maduras.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el dafio a nivel de la estructura y los cambios celulares
en las hojas de Abies religiosa (HBK.) Schitdl. et Cham, Baccharis conferta HBK. y Buddleia
cordata HBK del Parque Nacional Desierto de los Leones, el cual se encuentra sometido a estrés
por contaminantes oxidantes. Asi mismo se compararon estos sintomas con aquellas especies
presentes en el bosque del Parque Nacional Miguel Hidalgo (ININ) expuesto a indices bajos de

contaminacion atmosférica, para diferenciar los sintomas por causas biéticas o abiéticas.

Los sintomas a escala microscopica se evaluaron en hojas incluidas en preparaciones de
Paraplast y resina epdxica que se procesaron por méetodos convencionales € histoquimicos.
Algunas muestras se seleccionaron para Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y de
Transmision (MET) para determinar con un mejor detalle la estructura externa de las hojas y los

cambios finos en la estructura celular.

La evaluacion primaria a simple vista de la estructura externa de la hoja de todas las especies
estudiadas en el Desierto de los Leones, mostro puntuaciones o manchas de color pardo o el
blanqueado y la necrosis de algunas partes de la superficie de la misma. Fue posible asociar
estos signos con cambios observados en la estructura celular de las hojas, tales como muerte

celular en el mesofilo ( acumulacion de sustancias fendlicas tales como lignina) y necrosis. Las



observaciones en MEB mostraron una descutinizacion severa en todas las especies, asi como
cambios en la forma y numero de tricomas en Baccharis conferta y en Buddleia cordata. El
analisis de la ultraestructura demostrd que los dafios a nivel celular son graduales, en un

principio mayores en las vacuolas y cloroplastos y menores en citoplasma y en las mitocondrias.

Los estudios con microscopia 6ptica, MEB y MET en muestras del bosque del ININ no
mostraron evidencia de dafios severos en ninguna de las tres especies seleccionadas, lo que se
relaciona con las mediciones de los niveles bajos de contaminacion atmosférica. La combinacion
de los resultados histologicos e histoquimicos con la informacién disponible de la calidad del aire
en el Desierto de los Leones, sugieren que hay una asociacion entre los dafios celulares

observados y los agentes oxidantes del aire.



SUMMARY

The atmosphere of big cities may contain a variety of gaseous and particulate air pollutants
potentially harmful to humans, plants, and animals. The effects of air pollutants and their
secondary photochemical reaction products are not limited to those areas where they were
generated, but they can be extended to downwind areas, where they accumulate. Mexico City is
well known as one of the more polluted regions in the world in which the photochemical oxidants,
such as ozone, are recognized as one of the most important air pollution problems. Ozone
causes damage to leaves of many plants and enhances the declining of sensitive forest trees in
high altitude mountains where located in the Desierto de los Leones Park (DLP) in the southwest
of the Mexico’s Valley. Visible oxidant air pollution symptoms in Abies religiosa trees in this park
include lost of foliage, thinning of the crown, severe foliar injury, and chlorotic mottle in both

young and mature leaves.

The objective of this research work was to assess the structure and cellular changes on leaves
of Abies religiosa (HBK.) Schitdl. et Cham, Baccharis conferta HBK. and Buddleia cordata HBK.
Of the Desierto de los Leones park national, the who be undergo air pollution stress. Likewise
compared this symptoms with those species current in the Miguel Hidalgo Park National (ININ)
exposed to minimum indexes of atmospheric contamination, so that the symptoms for causes

biotic or abiotic.

The symptoms to microscopic scale were evaluated in leaves included in preparations of
Paraplast and resin epoxic that were processed by conventional methods and histochemicals.
Some samples were processed for Scanning Electronic Microscopy (MEB) and of Transmission
(MET) to determine with a better detail the external structure of the leaves and the fine changes

in the cellular structure.

The primary evaluation at first sight of the external structure of the leaf of all the species studied
in the DPL, it showed punctuations or stains of brown color or the one whitened and the necrosis
of some parts of the surface of the same one. It was possible to associate these signs with
changes observed in the cellular structure of the leaves, such as cellular death in the mesophyll
(accumulation of substances phenolics such as lignin) and necrosis. The observations in MEB

showed a severe descutinization in all the species, as well as changes in the form and number of



tricoms in Baccharis conferta and in Buddleia cordata. The ultrastructure demonstrated that the
damages at cellular level are gradual, in a bigger principle in the vacuole and chloroplasts and

smaller in cytoplasm and in the mitochondria.

The studies with optic microscopy, MEB and MET in samples of the forest of the ININ didn't
show evidence of severe damages in anyone of the three species choose, what belongs together
with the mensurations of the levels low of atmospheric contamination The combination of the
results histologic and histochemicals with the available information of the quality of the air in the
DLP, they suggest that there is an association between the observed cellular damages and the

agents oxidizers of the air.



lll. INTRODUCCION

1. Formacion de contaminantes fotoquimicos

En ciudades con alta densidad demogréfica, como es el caso de la Ciudad de México, D. F., y
su zona metropolitana, es facil percibir el fenémeno de la contaminaciéon atmosférica. Sin
embrago, la sola apreciacion no basta, es necesario evaluar de manera cuantitativa la calidad del
aire, midiendo los niveles en que se presentan espacial y temporalmente los contaminantes
atmosféricos, e incluso determinando su potencial de afectacion a fin de poder entender la
dindmica de su formacién, el alcance de sus efectos y en consecuencia la forma de establecer

mejores estrategias de control.

La contaminacién atmosférica se define como la presencia de sustancias en cantidades que
pueden ser: perjudiciales para la vida, afectar estructuras y materiales a escala local, y ocasionar
cambios en las condiciones meteoroldgicas o climaticas a escala global. Las actividades que
producen emisién de contaminantes atmosféricos incluyen desde fogatas y la combustion de

madera hasta la industrializacion y urbanizacién de las grandes ciudades (Vallejo et al., 2003).

Un contaminante atmosférico es cualquier sustancia (quimica o biolégica) que al agregarse al
aire puede modificar sus caracteristicas naturales. Los contaminantes atmosféricos se clasifican
por su origen en primarios y secundarios. Los contaminantes primarios se encuentran en la
atmdsfera tal y como fueron generados por procesos naturales o por actividades del humano.
Son ejemplos el mondxido de carbono (CO), el bioxido de carbono (CO2) y el bidxido de azufre
(SOo),. el bidxido de nitrdgeno (NO2), el plomo (Pb) Los contaminantes secundarios son los que

se forman en la atmésfera por reacciones quimicas o fotoquimicas en las que intervienen



contaminantes primarios, por ejemplo el ozono (O3) que es formado a partir de emisiones de
oxidos de nitrégeno (NOx = NO + NO) y los compuestos orgénicos volatiles (COVs) en
presencia de luz solar, y los sulfatos que son formados a partir del SO2 y otros radicales
organicos (Vallejo et al., 2003). Las particulas suspendidas que abarcan tamafios DE < 100
micrémetros (PST) y las particulas menores de 10 micrémetros de diametro (PM1o) también son

contaminantes del aire.

De los contaminantes secundarios el contaminante por mucho, mas importante y persistente es
el O3, indirectamente producido principalmente por la actividad humana dentro de la troposfera,

siendo diferente al producido en forma natural en la estratosfera.

Hay ciertos factores que influyen en los altos niveles de Oz observados en varios lugares del
mundo. Dentro de estos se puede mencionar: la elevada produccién de Oxidos de nitrdgeno
(NOx) por los procesos de combustion, la cantidad y reactividad de los COVs por la actividad
antropogénica y biogénica, la elevada radiacion solar y las caracteristicas peculiares de la

atmdsfera con la orografia local, de entre otros.

El 0zono es un gas reactivo presente en la troposfera en el rango de partes por billén (ppb). Su
fuerte capacidad oxidativa lo hace un importante componente en la quimica troposférica y una
amenaza a la integridad de los materiales, incluyendo organismos vivos. El conocimiento de los
niveles de ozono son de gran interés en relacion a la calidad de aire en intramuros y extramuros,
en la resistencia de materiales de construccion, en la ocurrencia de desordenes en la respiracion

humana y en la alteracion de ciertas funciones de las plantas.



La concentraciéon de Os troposférico es variable en escalas espaciales locales e incluso
temporales, por que se forma y destruye en tasas que dependen en las condiciones y la
abundancia relativa de sus precursores con respecto a sus sumideros que también son
variables. Algo del ozono estratosférico es adicionado ocasionalmente, pero la fotoquimica in situ
controla ampliamente la abundancia del ozono troposférico. EI O3 es producido y destruido
simultaneamente a través del ciclo fotoquimico ya bien reconocido y a través de una variedad de

interacciones con otros componentes atmosféricos y de origen biogénico (Figura 1).

Un amplio rango de concentraciones de ozono, de décimas a centésimas de ppb, existen
simultdneamente en la troposfera en cualquier momento. Las altas concentraciones de o0zono
son usualmente asociadas con las emisiones de los precursores (NOx y COVs) en areas urbanas
y son después encontradas viento abajo de las zonas de emision. Areas mas remotas pueden
llegar a presentar concentraciones elevadas de Oz durante el verano e invierno. En algunos
lugares el ozono presenta un patrén de concentracion diario y anual que refleja la presencia y los
cambios de los precursores y los sumideros, asi como de los cambios naturales en el clima
(Monk, 2000; Ribas y Pefiuelas, 2004). El patrén diurno tipico muestra un minimo temprano por
la mafiana y un maximo poco después del mediodia. La amplitud de este patrén varia
estacionalmente, con valores mas altos en verano y reducida en invierno cuando la capacidad de

produccion fotoquimica es mas baja.

La interaccion de la troposfera baja con extensiones de vegetacion da por resultado una
remocion de ozono de la atmosfera substancial por medio de reacciones que llevan a la
oxidacién de componentes intrinsecos de las plantas. Este proceso de remocion es, hasta cierto
grado, controlado por las caracteristicas de intercambio turbulento de la troposfera baja y muy

ampliamente por las propiedades fisicas y quimicas de la superficie terrestre (receptores).
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Figura 1. Esquema general del ozono en la troposfera: quimica, balance y procesos
relacionados. La produccion in situ conduce a la formacién fotoquimica de Os; en la
presencia de NO, y de compuestos organicos volatiles (COV) tanto de origen natural
como antropogénico. Los procesos quimicos entre Os, NO, y HO, incluyen ciclos de
fotolisis de NO, a NO, y la reacciéon de NO con O3 para dar NO,. En la presencia de
COVs, ocurre una remociéon adicional de NO y el efecto combinado lleva a una
produccién neta de Os;. En cambio, el O; puede reaccionar directamente con COVs,
particularmente con los de origen bioldgico. Esta reaccion contribuye en la formacién
de aerosoles. En la ausencia de luz, la reacciéon quimica en fase gaseosa es dominada
por las reacciones de remocién del O3 tales como la oxidacion de NO a NO, y después
a NO;. Otras reacciones de remocion incluyen la oxidacién de COVs. Los 6xidos de
nitrogeno emitidos del suelo pueden resultar también en un consumo significante de
ozono. Los valores del balance mostrados (columna de la izquierda) son en Tg afio™ +,
y son un resumen de los resultados de varios modelos, incluyendo la incertidumbre
asociada (Lelieveld y Dentener, 2000).

2. Niveles criticos para ozono (AOT40)



Las necesidades de determinar los efectos del ozono en la vegetacion, y de un desarrollo en
las politicas de control internacionales para reducir las exposiciones a 0zono se estan basando
en los efectos de los contaminantes, por eso se empezo a definir los niveles criticos para 0zono
que producen Efectos desfavorables en cultivos y en la vegetacion natural. EI concepto de usar
AOT (exposicién acumulada sobre un umbral) para definir exposiciones a largo tiempo se
demuestra para especies de importancia economica. El usar 40 ppb como una concentracidn
umbral es dado por una gran cantidad de experimentos tanto de campo como de laboratorio y
con diferentes condiciones controladas, aunque hay que realizar estudios en &reas extensas,
dado que no se ha podido extrapolar métodos de camaras a cielo abierto en bosques y asociarlo
a variaciones espaciales atmosféricas y en condiciones ambientales naturales, los cuales

pueden afectar la captacion de ozono.

Se propuso el modelo AOT40 que es un nivel critico para periodos largos de altas
concentraciones de ozono la cual es una acumulacién del mismo en un umbral de 40 ppb para
bosques. Este indice de exposicion, es calculado como la suma de las diferencias entre las
concentraciones horarias de ozono y 40 ppb para cada hora cuando la concentracién supere
este umbral y en horas diurnas (radiacién total > 50 W/m?2). Dentro de los niveles criticos de
periodos largos se establece un valor para el indice AOT40 de 10000 ppb/h en un periodo de 6
meses y usando horas diurnas (8 horas) para bosques (Kérenldmpi y Skarby, 1996). Los seis
meses son tomados por el crecimiento de las plantas y que se podrian considerar los meses de

abril a septiembre.

Los célculos de los valores criticos de ozono en los afios 2004 y 2005 para obtener los indices

AQOTA40 del Desierto de los Leones, se muestran en la figura 2. Como puede observarse estos



valores estan por arriba de los umbrales establecidos tanto para el afio 2004 (37809.64) como
para el 2005 (51421.02). Ademas, se puede observar que en el 2005 se supera ampliamente
este umbral cinco veces y casi cuatro para el afio anterior. Este hecho puede estar produciendo
efectos negativos sobre los diferentes tipos de vegetacion del lugar y tener muchas

repercusiones medioambientales en el mismo.
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Figura 2. Niveles criticos (AOT 40) para los afios 2004 y 2005 en la estacion de monitoreo
atmosférico Cuajimalpa.

3. Sintomatologia causada por la contaminacion atmosférica

La importancia del efecto de contaminantes secundarios como el ozono en los diferentes
ecosistemas del pais, se nota en los bosques cercanos a las grandes ciudades, como es el caso
de la Cuenca del Valle de México, la cual es claramente afectada en los bosques del sur y

suroeste de la Ciudad de México.



Estos efectos son descubiertos en el bosque del Parque Nacional Desierto de los Leones a
principios de los 80’s, siendo el principal causante de estos contaminantes el ozono. Asi el
ozono puede combinarse con otros contaminantes atmosféricos dando un efecto sinérgico
(Ashmore y Bell, 1991). Este efecto del ozono ha causado la pérdida del arbolado en el parque,
mostrando cambios en el paisaje del mismo, observandose como un “cementerio” (Alvarado-

Rosales y Hernandez-Tejeda, 2002).

El ozono es un contaminante atmosférico fitotdxico que causa mucho dafio en la vegetacion
como es el dafio foliar, la disminucién del crecimiento de la planta, la productividad y la calidad

de los cultivos (Krupa y Kickert, 1989; Schenone et al., 1992; Heagle et al., 1998).

La exposicidn a ozono, el tipo de suelo y las condiciones ambientales, la resistencia genética
de las plantas expuestas, y su estado de desarrollo en el tiempo de exposicidn, determinan la
respuesta de la planta al ozono. Estas respuestas pueden tener un alcance de dafo visible foliar
agudo o crénico (Krupa y Manning, 1988), asi los sintomas crdnicos implican dafio en el tejido

(Nussbaum et al., 2000), y el dafio agudo significa muerte del tejido.

El dafio visible es ocasionado por una alteracion en la estructura celular que se refleja en la
superficie de la hoja como un cambio en color principalmente (Healt, 1975). Debido a que el
ozono entra a la hoja a través de los estomas por mecanismos de difusion molecular (Krupa,
1999) y por la cuticula, la lesién inicial se produce en las células guardas y que se extiende a las
células cercanas a éstas, causando la reduccién en la fotosintesis (Karnosky et al., 1996;

Oksanen y Saleem, 1999) y en el incremento de la senescencia foliar, volviéndola prematura.



Los cambios microscdpicos en el interior de la estructura de las agujas de las coniferas han
sido ampliamente estudiados (Kéarenlampi, 1986; Sutinen, 1987b; Evans y Leonard, 1991; Zobel
y Nighswander, 1991; Maier-Maercker y Koch, 1992; McQuattie y Schier, 1993; Anttonen et al.,
1995, 1996; Holopainen et al., 1996), y los efectos de estrés natural y antropogénico son
relativamente bien conocidas (Holopainen et al., 1992; Sutinen y Koivisto 1995; Fink, 1999).
Algunos de estos cambios muestran alta especificidad a 0zono, y son frecuentemente reportados
para tener valor de diagndstico (Sutinen et al., 1990; Holopainen et al., 1996; Kainulainen et al.,
2000; Utriainen y Holopainen, 2001a). Asimismo, los métodos microscopicos son usados con
éxito para evaluar con mayor certidumbre la salud del bosque en el campo (Soikkeli y Touvinen,
1979; Meyberg et al., 1988; Hafner et al., 1989; Wulff et al., 1996a; Kukkola et al., 1997; Alvarez

etal., 1998).

Estos efectos son conferidos también a la respuesta hipersensitiva (RH) y a la iniciacién de la
muerte celular programada (MCP), estos efectos conducen a las lesiones visibles en el follaje
(Altimir, 2006). Después de la alteracion de los estomas, el dafio se propaga al mesdfilo (Dugger
y Ting, 1970a, b; Evans y Ting, 1974a; Warner, 1994; Alvarez, 1996; Evans y Miller 1972a, b;

Evans y Leonard, 1991).

Este tejido contiene a los cloroplastos, en los cuales el ozono induce cambios inespecificos
como: la acumulacion de agregados lipidicos (Anttonen y Karenlampi, 1996) o el aumento en el
nimero de plastoglubuli (Sutinen y Koivisto, 1995), estos cambios son caracteristicos del efecto
del ozono en las coniferas, y en los cloroplastos, como son: 1) una disminucion en su tamafio
(Sutinen, 1986a, 1987b; Sutinen et al., 1990; Anttonen et al., 1996; Holopainen et al., 1996;
Anttonen y Karenlampi, 1996), 2) oscurecimiento y granulacion del estroma (Sutinen, 1986a,

1987a, b; Sutinen et al., 1990; McQuattie y Schier, 1993; Anttonen et al., 1996; Anttonen y



Karenlampi, 1996; Holopainen et al., 1996; Utriainen et al., 2000; Utriainen y Holopainen, 2002),
3) un avance gradual de estos cambios en los cloroplastos de la capa de células externas hacia
la capa de células internas (Sutinen, 1987a; Sutinen et al., 1990) y 4) un aumento del tamafio de
los granos de almidén (McQuattie y Schier, 1993; Wellburn y Wellburn, 1994; Kiviméenpaa,

2003).

De esta manera la clorosis esta asociada con el deterioro de los cloroplastos (Sutinen, 1987b;
McQuattie y Schier, 1993; Anttonen et al., 1995, 1996; Holopainen et al., 1996), reduciéndose el
contenido de clorofila en las células afectadas. Estas lesiones dan aumento a manchas cloréticas
o moteado (Treshow, 1984) y son comunes en pino, en el cual el mesdfilo no esta diferenciado
(Davis y Wood, 1972). Los fenoles estan presentes en cloroplastos y vacuolas de estas plantas,
exponiendo a los fenoles a oxidacién enzimatica. Este proceso puede ser inducido por 0zono

(Howell y Kremer, 1973).

La mayoria de los estudios microscépicos se han enfocado en la estructura de los cloroplastos,
porque la calidad de los efectos del ozono se ha visto primero en ellos (Holopainen et al., 1996;
Sutinen, 1987b; Sutinen et al., 1990), y porque el ozono disminuye la fotosintesis (Wallin et al.,
1990). Sin embargo, antes de las alteraciones relacionadas al ozono ocurridas en el cloroplasto
en las agujas del abeto de noruega, el nimero de peroxisomas y de mitocondrias aumentan, que
se consideran como signos de defensa celular contra las acciones del estrés oxidativo
(Kivimaenpaa et al., 2003). La degeneracion e hipertrofia de los peroxisomas, la desintegracion
de las mitocondrias y el citoplasma (Holopainen et al., 1996; Sutinen, 1987b; Sutinen et al., 1990)
han estado reportadas a lo largo del dafio, cuando las alteraciones en los cloroplastos se han
desarrollado. Se ha reportado que el ozono aumenta el nimero de vacuolas citoplasmaticas

(Anttonen y Karenlampi, 1996; Kivimaenpaa et al., 2003). Los cambios en los peroxisomas



pueden servir como un indicador inicial en la estructura por el impacto del ozono, cuando se
conocen los efectos de varios contaminantes en estos organelos. Sin embargo, la estructura de
los peroxisomas puede ser también simple como para buscar caracteristicas de cambios

cualitativos para varios factores de estrés.

Cuando aumentan las concentraciones de ozono o el tiempo de exposicion, en el caso
del abeto de Noruega, la endodermis y el tejido del haz vascular son afectados después
del mesdfilo. Las células endodermales podrian tener pequefios cloroplastos con
estromas densos y granulares (Sutinen, 1987b; Sutinen et al., 1990), y la acumulacién
de almidén en el mismo (Kivimdennpéi et al., 2003) y también en pino alepo (Wellburn
y Wellburn, 1994). En el tejido vascular el rompimiento de los organelos, la
desintegracion del citoplasma, la acumulacién de compuestos densamente tefiidos y el
colapso de las células han sido estudiados (McQuattie y Schier, 1993; Sutinen, 1987b;
Sutinen et al., 1990; Wellburn y Wellburn, 1994). La separacion del plasmalema esta
descrita en la vegetacidon con exposicién crénica de ozono y otros contaminantes
atmosféricos, y es frecuentemente encontrada en los eventos de exposicién aguda
(Thomson et al., 1996). En el diagnéstico del dafio por ozono, el estudio de estos tejidos
puede revelar dafio por largo tiempo de exposicidn, y varios efectos del estrés por

ozono, cuando el mesoéfilo estd ya desintegrado.



IV. OBJETIVOS

e Determinar los cambios estructurales en las hojas de Abies religiosa, Buddleia cordata y
Baccharis conferta, de bosques sometidos a diferentes niveles de estrés por
contaminantes oxidantes atmosféricos.

e Analizar los cambios celulares en hojas de Abies religiosa, Buddleia cordata y Baccharis
conferta, en las areas de estudio.

e Establecer los cambios estructurales y celulares que sirvan como marcadores de dafio

temprano y cronico asociados a contaminantes oxidantes.



V. MATERIAL Y METODO

V.1. AREA DE ESTUDIO

V.1.1. DESCRIPCION DEL DESIERTO DE LOS LEONES

Se estudiaron plantas de los Bosques del Parque Nacional Cultural y Recreativo Desierto de
los Leones (DL) que se localiza en la region central de la Republica Mexicana, al suroeste de la
Cuenca de México. El DL pertenece a la unidad geomorfologica Sierra de Las Cruces, que forma
parte del sistema montafioso denominado Eje Neovolcanico Transversal a una altitud entre 2,600
a 3,700 m.s.n.m. (Cantoral, 1986). De acuerdo al plano oficial de la Comisién Nacional de Areas
Naturales Protegidas, el DL cuenta con una superficie de 1,866 ha y se localiza entre latitud
norte 19°1520"" y 19°19°40”" y longitud oeste 99°17°40"" y 99°19°40"". EI DL se ubica al sur-
poniente de la Ciudad de México, dentro de las delegaciones Cuajimalpa de Morelos y Alvaro

Obregdn, en el Distrito Federal (Figura 3).
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Figura 3. Localizaciéon del Parque Nacional Desierto de los Leones y del Parque Nacional
Miguel Hidalgo y Costilla.

Con base en la clasificacién de Kdppen, modificada por Garcia (1988), el tipo de clima para el
Desierto de los Leones corresponde a C(W2) W) (b")ig, que equivalen a: templado, con lluvias en
verano, precipitacion invernal, con respecto al total es menor de 5%, Forma parte del grupo mas
humedo de los subhimedos, isotermal, la diferencia de temperatura entre el mes més célido y el
mes mas frio es menor a 5°C. La precipitacion total anual varia entre 1400 y 1900 mm,
correspondiendo a los meses de junio, julio y agosto la mayor frecuencia y abundancia de las

[luvias.



Segun el INEGI (1993), en el Parque atraviesan dos isotermas: una en la porcidén norte de
10AC; y la oftra, en la porcidn centro-sur de 8AC. En la porcion sur del Parque pasa una isoyeta
de 1,500 mm. El Servicio Meteorolégico Nacional (SARH, 1982) reporta ocho ambientes

climaticos en el Parque Nacional.

El DL se encuentra dentro de la Regién Mesoamericana de Montafia, formando parte de la
provincia floristica de las serranias meridionales, a la cual se adscribe el Eje Volcanico
Transversal. Esta provincia incluye las elevaciones mas altas de México, asi como muchas areas
montafiosas aisladas, cuya presencia propicia el desarrollo de muy numerosos endemismos
(Rzedowski, 1978). Localmente, el Parque Nacional se localiza dentro de lo que Rzedowski et al.

(2001) llamaron el Valle de México.

El tipo de vegetacién se determin6 con base en la clasificacion de Rzedowski (1978), el cual
es: Bosque de Abies religiosa.- Este bosque se ubica en la parte central del Parque, por arriba
de los 3,000 msnm, donde la especie dominante es Abies religiosa. Se encuentra acompafiado,
principalmente, por Garrya laurifolia, Salix paradoxa y Buddleia cordata, en el estrato arboreo
bajo. En el estrato arbustivo se encuentran Baccharis conferta, Senecio angulifolius, S.
platanifolius, S. barba-johannis, entre otras. En el estrato herbaceo se pueden encontrar Acaena
elongata, Sigesbeckia jorullensis, Alchemilla procumbens, entre otras. Generalmente, en la
Cuenca de México este tipo de vegetacion se encuentra en laderas de cerros o cafiadas
protegidas contra la accion de vientos fuertes e insolacién, aunque no es raro encontrarla en el
Parque, en las cimas de los cerros pequefios. Asi mismo, existen macromicetos como Lactarius

salmonicolor, Tylopilus sp., Morchella spp., Inocybe geophyla, Hebeloma fastible, entre otros.



V.1.2. PARQUE NACIONAL MIGUEL HIDALGO Y COSTILLA

Como bosque de comparacién con el DL, se estudiaron especies de bosque localizadas dentro
de las instalaciones del ININ (Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares), el cual ésta
ubicado en el Municipio de Ocoyoacac, Edo. Méx. El ININ queda incluido dentro del Parque
Nacional Miguel Hidalgo y Costilla conocido como “La Marquesa”, el cual es una de las mas
importantes areas ecologicas protegidas con cerca de mil hectareas (Figura 3). El parque
nacional Miguel Hidalgo y Costilla esta ubicado en la parte central del Estado de México
abarcando parte de los municipios de Ocoyacac, Lerma y Huixquilucan. Cuenta con una
extension de 1,760 hectéreas y fue decretado como parque nacional en 1936. Este parque
cuenta con una superficie boscosa de 70%, dentro del cual se hallan importantes elevaciones
que van de los 3,000 a los 3,800 m.s.n.m.. el resto de la superficie del parque esta conformado
por lomerios, llanos, claros boscosos y el area de la laguna de Salazar. Sus coordenadas son

entre los 99°19°40"" y 99° 23'35"" longitud oeste y 19°1520"" y 19°19°20"" de latitud norte.

La provincia fisiografica a la cual pertenece es el sistema Neovolcanico Transmexicano,
enclavado en la Sierra de las Cruces. Presenta dos tipos de clima: a) templado, con verano
fresco, temperatura media anual entre 12 y 18°C y b) semifrio, con verano fresco, temperatura
media anual entre 15 y 18°C, en invierno con una temperatura media menor de 10°C (SARH,

1993).

La especie dominante dentro del ININ es Abies religiosa con la presencia de especies aisladas
como son: Pinus moctezuma, Pinus teocote, Quercus sp., Salix cana, Buddleia cordata,
Baccharis conferta, Prunus serotina ssp. capili, Senecio salignus, Senecio cinerarioides,

Eupatorium sp., Stevia sp., Muhlembergia macroura y Festuca toluscensis. La temperatura



media anual en esta zona es 10.2 °C, La temperatura del afio mas frio 9°C y temperatura méas
calurosa 12.3 °C. (periodo comprendido de 1976-1991). La precipitacion anual promedio es de
1,154.8 mm., la precipitacion del afio mas seco 546.5 mmy la precipitaciéon del afio més lluvioso
1,495.2 mm (Semarnap, 1999). El clima es templado subhumedo (Cb(W2)(w)) con lluvias en

verano.

V.2. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES DE ESTUDIO

a) Abies religiosa (HBK.) Schltdl. et Cham.

Es una planta del orden Coniferales y de la famillia Pinaceae, se describe como un arbol de 35
a 45 m de altura, con tronco de 1 a 1.50 m de diametro; ramas extendidas o ligeramente
ascendentes y verticiladas, que se acortan gradualmente hasta formar una copa conica. La

corteza externa de color café-rojizo, grisacea, con pequefias placas irregulares, de 1 a 5 mm de



grosor; corteza interna de color rojizo y de 6 a 7 mm de grosor. Las ramillas son colgantes,
comUnmente opuestas en cruz, de color que varia del castafio oscuro al moreno violaceo, mas o
menos hirsutas, sobre todo cuando jévenes. Hojas alternas dispuestas en espiral, lineares,
derechas o algo falcadas, subdisticas, torcidas en la base, de 20 a 30 mm de largo por 1.5 mm
de ancho; apice agudo y corneo, de color verde oscuro en el haz y glaucas en el envés. Yemas
ovoides u ovales de 6 a 10 mm, de color amarillento y protegidas por bracteas delgadas. Planta
monoica, con inflorescencias masculinas en las ramillas laterales, oblongas y romas, de 12 a 14
mm de largo por 5 mm de ancho, de color violaceo, al principio protegidas por mucha resina. Las
inflorescencias femeninas se desarrollan hacia la cima del arbol, en forma de conillos
subcilindricos de 7 cm de largo con las brécteas rojizas de margen rasgado, blanco y translucido,
y llevan en el centro una banda longitudinal. Conos solitarios, erguidos, cilindrico-oblongos,
romos, rara vez cortamente oblongos, resinosos, casi sésiles o con pedunculos de 5 a 9 mm;
color violaceo a moreno violaceo con la edad, miden de 10 a 16 cm de largo por 4 a 6 cm de
ancho. Escamas casi uniformes, cuneadas, de 28 a 35 mm de largo por 12 a 28 mm de ancho,
apice redondeado y entero; bordes laterales eroso-denticulados. Bracteas espatuladas, exertas y
reflejadas, sobresaliendo de 8 a 10 mm, morenas, rasgadas en su parte superior con una punta
triangular aguda. Semilla cuneado-oblonga, ovoide u oblonga, aguda en la base, comprimida
resinosa de 9 a 10 mm de largo por 5 mm de ancho, lisa de color castafio brillante; ala lateral
amplia, oblicua, suave, delgada, quebradiza, de color castafio claro de 22 a 25 mm de largo por
10 a 15 mm de ancho, redondeada hacia adentro y con el borde externo finamente eroso. La
edad a la que florece y fructifica oscila entre los 23 y 27 afios, y se encuentra formando bosques
entre los 2600 y 3600 msnm, solo o junto con especies de Pinus y Alnus. Habita zonas de alta
humedad principalmente sobre cafiadas o exposiciones himedas y regularmente en suelos
profundos (Figura 4) (Rzedowski J., 1978; Mabberlev D. J., 1993; Flores M. A. Consulta

personal).



Figura 4. Bosque e Abies eligiosa (Kunth) Schltdl. et ham.



b) Baccharis conferta HBK

Baccharis conferta pertenece a la familia de las compuestas (Asteraceae) que comprende unas
20,000 especies de plantas distribuidas por todo el mundo, pero principalmente en las regiones
templadas y subtropicales, cominmente se le conoce como ‘“yerba del carbonero’. Las
compuestas son en su mayoria hierbas anuales, aunque también se pueden encontrar arbustos
y arboles. Por su estructura floral y por su composicién quimica, se considera la familia mas
evolucionada de todas las dicotileddneas. Baccharis conferta (Figura 5) es un arbusto hasta de 2
m de altura, dioicos con las hojas alternas, dentadas, las flores son numerosas con cabezuelas
unisexuales. Las flores femeninas con el ovario abortado. Las flores masculinas con las corolas
filiformes. Receptaculo plano, alveolado, con los bordes dentados de los alveolos. Anteras con la
base obtusa. Los aquenios comprimidos, con diez costillas. El vilano constituido de pelos que
son plumosos hacia el apice. Las cabezuelas corimbosas en el extremo de las ramas. Corolas
amarillentas, blanquecinas y rojizas. 250 a 300 especies en toda la América. Es una especie de
héabito terrestre, crece en bosque de encino, pino, pino-encino, otras coniferas y otras latifoliadas,

se desarrolla de los 1850 a los 3025 msnm y una pendiente aproximada de 40° (Reiche, 1963).
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F'ig'ura 5. Plata de Baccharis conferta unt.



¢) Buddleia cordata HBK.

Buddleia cordata pertenece a la familia Buddleiaceae con 1 género y 100 especies
comunmente conocida como “Tepozan”. Es un arbusto o arbol de 4 a 6 metros de alto, con hojas
largamente pecioladas, que miden de 10 a 15 ¢cm de largo, tienen un peciolo largo y son anchas
en su base y delgadas en la punta. Las hojas son de color verde claro en el haz y blancas o
grisaceas por el envés, debido a la presencia de numerosos vellos finos o tricomas. Sus flores
son amarillas y arométicas, con céliz de cuatro divisiones. Corola con el tubo corto, en forma de
rueda o de campana, de cuatro divisiones. Estambres cuatro, insertos en la garganta del tubo
corolar, con los filamentos cortos. Ovario bilocular. Estilo corto. Ovulos numerosos. El fruto es
una capsula, deshiscente en dos valvas bifidas. Semillas pequefias numerosas. Las flores son
pequefias, organizadas en paniculas dicotomas. Se encuentra en México y en Guatemala. Crece
en bosques de pino-encino y otras latifoliadas alrededor de los 2050 y 3000 msnm (Figura 6)
(Reiche, 1963).
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V.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

1.- Colecta de las hojas

El estudio se realiz6 con las especies de Abies religiosa (HBK.) Schitdl. et Cham., Baccharis
conferta HBK y Buddleia cordata HBK para el caso del Desierto de los leones y del ININ se
colectd el 30 de agosto del 2004 y el 24 de septiembre del 2004; para los analisis comparativos
se colectd de nuevo, pero solamente en el Desierto de los Leones el dia 13 y 14 de julio del 2005

y con los siguientes métodos:

Para la toma de muestras en el caso de Abies religiosa se procedié a colectar ramas de un
afio, las hojas se cortaron en tres formas: la base, la mitad y el apice de la hoja, para localizar
mejor los tipos de dafios a nivel microscdpico (Figura 7). Después se procedié a su fijacion
inmediatamente después del corte de las hojas, para seguir el procedimiento de histologia

respectivo.

Corte de la hoja

Figura 7. Seleccién del material procesado de Abies religiosa.



Para Baccharis conferta se procedié a cortar las hojas en pequefios trozos al azar (Figura 8).
Después se procedié a su fijacion, inmediatamente después del corte de las hojas para seguir la

metodologia respectiva.

Figura 8. Seleccion del material procesado de Baccharis conferta.

En Buddleia cordata se cortaron hojas al azar (Figura 9). Después se procedié a su fijacién
inmediatamente después del corte de las hojas, para proseguir con los procedimientos

respectivos.

Figura 9. Seleccion del material procesado de Buddleia cordata.



2.- Procesamiento del material

a) Técnica de Paraplast (Lopez et al., 2005)

Se procesd con un fijador preparado (EMS, # 15934) por 12 horas, y se enjuagaron con una
solucién de buffer de fosfatos 0.1 M. Se realizd una deshidratacion gradual con alcoholes al 30,
50, 70, 85, 96 y 100%, permaneciendo 15 minutos dos veces, con la solucion al 70% se dejaron
las muestras toda la noche y se realiz6 otro cambio por 15 minutos. Se infiltré cada una de las
muestras en bolsitas hechas con gasa y se etiquetaron, y en seguida las bolsitas se infiltraron en
paraplast fundida. Una vez en paraplast se dejaron un dia en la estufa a 625 °C
aproximadamente. Esta operacion se realizé una vez més. Después se incluyd en moldes de
tubos de aluminio, de acuerdo al tamafio de las muestras. El paraplast se fundi6 en una parrilla y
se mantuvo liquida a 62° C, mientras se incluian a las muestras, con el fin de que éstas
adquirieran la misma temperatura y evitar la formacién de burbujas. Una vez incluidas se dejé
solidificar el paraplast a temperatura ambiente en los moldes. Se desmoldaron las muestras y se

procedio a cortar en un microtomo rotatorio American Optical.

Antes de empezar a cortar, se enfrid la cuchilla del microtomo. Se limpiaron los portaobjetos
para colocar los cortes. Para la preparacion del bafio: se colocd agua destilada en el “bafio de
flotacién”, y se calent6 a 52 °C aproximadamente, que es la temperatura dptima para que estiren
bien los cortes y no se funda el paraplast. Se agreg6 sélo un poco de gelatina (aproximadamente

1 gr.) para que los cortes se pegaran a los portaobjetos.

Se coloco el portamuestras en el microtomo y se orient6 la pirdmide, utilizando los tornillos

laterales para moverla de izquierda a derecha y los de abajo para orientarla hacia arriba o abajo,



se acomodo el bloque de paraplast a manera que su parte inferior quedara paralela al filo de la
cuchilla para obtener cortes uniformes. Se decidié cual seria el grosor del corte y se puso en el
microtomo, se han trabajado cortes de entre 10 y 12 um. La cuchilla y la piramide de paraplast
se mantuvieron frias durante todo el proceso de corte, utilizando para ello bolsitas con hielo que
se colocaron muy proximas a la cuchilla y a la pirdmide; la cuchilla se limpi6é constantemente con
un pincel y con una gasa de abajo hacia arriba para no dafar el filo, eliminando impurezas que

pudiesen alterar la forma del corte.

Los cortes se colocaron en los portaobjetos en series de cuatro a cinco, dependiendo el
tamafio del tejido. Con un lapiz de punta metalica se puso el nimero de muestra en una orilla del
portaobjetos y se colocaron en una canastilla dentro de la estufa a no mas de 50 °C. Se
desparafind con xileno en tres ocasiones, asi como alcohol absoluto también se realizé en tres
ocasiones; después se colocaron en alcohol de 90%, y se tifid con colorante Safranina y Verde
Réapido (Cuadro 1). Las muestras se colocaron en safranina un dia. Se lavo la safranina con
agua corriente durante 15 a 20 minutos. Se deshidraté con una serie de alcoholes en el orden
siguiente: alcohol al 50%, 60%, 70%, 80%. Se hizo una segunda tincién con colorante verde
rapido, en este paso se dejo solamente tres segundos e inmediatamente se introdujo en un
primer frasco con alcohol absoluto, después se pasé a un segundo frasco también con alcohol
absoluto, y a un tercero para quitar todo el colorante que sobr6. Se pas6 a aceite de clavo, el
cual tiene como funcidn diferenciar los colorantes de tincién de las muestras. Finalmente, se lavd
en un primer frasco con xileno y posteriormente a un segundo frasco con xileno. Se puso resina

de montaje en el cubreobjetos para su observacion.

Para la técnica doble de acido peryddico-reactivo de Schiff (APS) y azul negro de naftol, se

desparafind y se procedio con la rehidrataciéon en una serie de alcoholes en el orden siguiente:



100% (dos cambios), 96%, 70%, 50%, 25% y agua, luego se aplic acido peryddico durante 15
minutos, se lavd con agua y se aplicd reactivo de Schiff durante 15 minutos, se procedi6 a lavar
con agua y también con &cido acético al 2% durante 1 minuto. Se enjuagd con agua, se
deshidratd hasta alcohol del 96% y se aplicaron unas gotas de azul negro de naftol en alcohol
del 96%. Se enjuagd con butanol y se pasd a xilol durante 3 minutos, se monté en resina para su

observacion. El fotomicroscopio utilizado fue Olympus AX70 en campo claro.

Colorante Reacciones

Safranina-verde rapido Identificacion de estructura celular. Se tifie de rojo la cromatina y la lignina, de violeta

el citoplasma y de verde la celulosa

Acido peryédico-schiff (APS) Deteccion de polisacaridos insolubles, que se tifien de rosa purpura.
Azul negro de naftol Localizacion de proteinas que se tifien de azul.
Rojo “O” de aceite Lipidos insolubles, se tifien de rojo.
Tetradxido de osmio “Os04” Evidenciar compuestos fendlicos (antocianinas, taninos, o-difenoles y o-diquinonas).
Azul de toluidina Identificacién de estructura celular.

Cuadro 1. Reactivos colorantes y deteccién de compuestos.

b) Técnica de Epon (Mollenhauer y Totten, 1971)

Después de la fijacion en glutaraldehido se postfijaron en una solucién fijadora de osmio al 2%,
se taparon herméticamente y se dejaron por dos horas bajo una campana, luego se retir6 la
solucién de osmio con la pipeta Pasteur y se lavaron tres veces con solucion buffer de fosfatos
0.1 M con cambios de 15 minutos. Se realiz6 una deshidratacion gradual con alcoholes al 30, 50,
70, 85, 96 y 100%, permaneciendo 15 minutos dos veces, con cada solucién, en la de 70% se
dejaron las muestras toda la noche y se realizé otro cambio por 15 minutos cuando se continud.
Se agregd 6xido de propileno dos veces con cambios de 15 minutos cada uno. Se prepard la
mezcla A de Epon que es PolyBed y DDSA; y la mezcla B que es PolyBed y NMA y se le agrego
el catalizador DMP. 30. Esta mezcla AB + catalizador se mezcld con éxido de propileno en

proporciones de 2:1, 1:1y 1:2, las muestras estuvieron dos dias en cada mezcla en refrigeracion.




Se ambientaron y se incluyeron las muestras en la mezcla AB + catalizador a 60°C en una
estufa. Para realizar los cortes semifinos se uso el ultramicromoto LEICA RMC MT998 y cuchillas
de vidrio LEICA EMKMR?2, a las cuales se les colocoé maskintape alrededor formando una tina, a
la cual se le puso barniz para evitar la salida de agua, los cortes se recogieron con un asa de
metal y se pusieron en un portaobjetos, éstos se colocaron en una parrilla caliente para adherir
los cortes al portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina y se llevd a cabo la observacion de
las muestras. El fotomicroscopio utilizado fue un Olympus AX70 en campo claro. Los bloques
con material interesante para su observacién al microscopio electronico de transmision se

separaron y se dejaron pendientes.

c) Técnica de Microscopia Electronica de Barrido (Bozzola y Russell, 1991)

Se realizé los pasos de la técnica de Epon hasta dejar las muestras en alcohol al 100%. Asi los
cortes se colocaron en bolsas de papel seda sumergidas en alcohol puro, y luego en el momento
de desecar estas bolsitas con la muestra se traspasaron nuevamente a alcohol puro. La
desecacion se realizd en un desecador de punto critico BAL-TEC CPD030. La desecacion
consiste en sustituir el alcohol por CO2 liquido, llevar al CO. al punto critico en el cual se
transforma en gas sometiéndolo a una temperatura de 36.1 °C y una presion de 1070 Ib/pg? para
que el CO2 se mantenga liquido y el alcohol es necesario para enfriar la cdmara en donde se
encuentran las muestras controlando la presion. Una vez eliminado el alcohol, se induce la
desecacion al punto critico llevando al CO; a la temperatura critica para transformarlo de la fase
liquida a la gaseosa. El CO: es eliminado muy lentamente y sustituido por aire. Una vez que la
camara en donde estan las muestras alcanza una presién normal, las muestras se retiran para
ser recubiertas con metal lo mas pronto posible. Eventualmente se conservan en las bolsitas de

papel seda y dentro de un desecador que contenga silica gel. Una vez desecados, los cortes se



montaron en soportes de aluminio, al cual se pegaron con cinta de carb6n y enseguida se llevé a
recubrimiento con oro en una evaporadora de oro (DESK Il). Este procedimiento consiste en
colocar una capa de oro sobre la muestra, esto hace que permita la conduccion y la recuperacion
de electrones secundarios, retrodispersos y otras emisiones cuando las muestras son sometidas
al flujo de electrones en el microscopio de barrido. El recubrimiento se hace al vacio con la
participacién del argon. Las muestras recubiertas se mantienen en un ambiente seco
colocandolas en un desecador de vidrio. Las muestras asi procesadas estaran listas para ser
observadas. Los cortes de hojas recubiertos fueron observados en un microscopio electrénico de

barrido JEOL JSM-5310LV.

d) Técnica de Microscopia Electronica de Transmision (Mollenhauer y Totten, 1971)

Los blogues con material interesante observado en cortes semifinos se recuperaron y se
prepararon para cortes ultrafinos, que se colocaron en las rejillas de cobre de 150 mesh
cubiertas con fornvar. Para realizar los cortes ultrafinos a 50 nm se utilizé el ultramicrétomo
LEICA EM UCS, los cuales se contrastaron con acetato de uranilo alcohdlico por 10 minutos y
luego en acetato de uranilo acuoso por 10 minutos esto en una camara humeda y oscura.
Posteriormente se enjuagd con aproximadamente 50 ml de agua destilada y se coloco en citrato
de plomo por 10 minutos en presencia de grageas de hidréxido de sodio para capturar el CO de
la atmésfera y se procedié a enjuagar con agua destilada y posteriormente a su observacion en

el microscopio electrénico de transmisién.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Dafios estructurales
1.1. Microscopia electronica de barrido

1.1.1. Abies religiosa

Las observaciones en MEB demostraron que la superficie de las células epidérmicas de las hojas
de un afio del Desierto de los Leones, presentd degradacion en la cuticula y en algunas células
(Figura 10). Estos signos se dieron en forma progresiva en la misma hoja, encontrando en la zona
basal un mayor dafio, respecto a la parte media y al apice, tanto en el haz como en el envés. En el
enves se observo que tapones de cutina, se encuentran en la cavidad de los estomas y en las hojas

que tuvieron descutinizacion se notaban algunas cavidades sin ellos (Figura 10C).

La vegetacién del Desierto de los Leones que estd expuesta a una larga exposicion de
contaminantes oxidantes tienen cambios en su estructura como lo reportan otros autores, en
bosques con diferente vegetacion (Glnthardt-Goerg, 1986; Karku y Huttunen, 1986). La degradacion
de la cuticula observada en las muestras de Abies religiosa en el Desierto de los Leones proporciona
un método de deteccidn de los efectos de la contaminacién atmosférica como ha sido propuesto por
Fowler et al., (1980) y Godzik, (1982)), también por lo que se observd como una ligera

descutinizacion en las hojas de Abies de un afio del ININ (Figura 10 By D).

Los dafios observados al MEB en la base de la hoja de Abies religiosa de un afio del Desierto de
los Leones demostraron una descutinizacion grave (Figura 10 C), en comparacion con la parte
media de la hoja del ININ (Figura 10 D).



La disminucidn del espesor cuticular y la reduccion en la superficie de la cera que se observaron
claramente en las muestras de Abies religiosa del Desierto de los Leones (Figura 10 Ay C), coincide
con lo reportado por Garrec y Kerfourn (1989) y Percy et al., (1992) para otras especies. Y
comparados con las muestras del ININ, se aprecia que éstas tienen el dafio apenas perceptible
(Figura 10 B y D), lo cual corresponde a las observaciones de las micrografias dpticas donde se
observa la disminucion del espesor cuticular (Figura 13). Este hallazgo permite un diagndstico répido

de dafio al observar muestras de hojas al MEB y aun al microscopio estereoscopico.

Figura 10. Abies religiosa de un afo de edad. Del DL. A) Parte apical de la hoja, donde se muestra
la descutinizacién de la misma (circulo), asi como la presencia de hifas (flecha) 50X; B)
Parte del envés en la base de la hoja en la cual se muestra la ausencia de los tapones de
cutina y la descutinizacion de la misma (circulo), 75X. Del ININ. C) Zona donde hay
descutinizaciéon ligera en la region media de la hoja (circulo), 100X; D) Se observa la
presencia de tapones de cutina y ligera descutinizacién en la regién media de la hoja
(circulo), 50X.



1.1.2. Baccharis conferta

Los dafios observados al MEB en las hojas de Baccharis conferta del Desierto de los Leones
demostraron la pérdida de cuticula y el deterioro de tricomas glandulares en el haz de la misma y en
el enves la pérdida de los tricomas glandulares y la descutinizacion, asi como la presencia de hifas
en ambos lados (Figura 11 A y B), en el caso del ININ se notaron los mismos sintomas pero en

grado menor como se observa en la figura 10 C y D.

Se observo que en las hojas de Baccharis conferta del Desierto de los Leones hubo la pérdida de
tricomas glandulares (Figura 11). Los dafios presentes en las hojas de Baccharis conferta
concuerdan con los que se encontraron en otras especies de la vegetacion del parque, como en:
Cupressus lusitanica, Senecio barba johannis, Quercus rugosa, Juniperus, Nicotiana glauca, entre
otras. Las plantas de Baccharis y otras arbustivas presentaron un dafo en las hojas que es mayor
en las que se encuentran cercanas a la base del arbusto y gradualmente menor hacia el apice del
mismo y del centro hacia afuera. Este dafio concuerda con algunos de los reportados en estudios de

dafio visible en diferentes especies de plantas (Vollenweider y Gunthardt-Goerg, 2005).

En las hojas de Baccharis conferta del ININ se observd una descutinizacion ligera pero la
presencia de hifas tanto en el haz como en el envés, lo cual puede deberse a la mayor humedad y

sombra del bosque (Figura 11).
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Figura 11. Hoja de Baccharis conferta. Del DL. A) Se muestra la descutinizacién de la hoja, la
presencia de tricomas glandulares y la apertura de estomas en el haz (circulo), 200X; B)
Zona de descutinizacion con tricomas glandulares en el haz de la hoja (circulo), 75X. C)
Zona de descutinizacion en el envés de la hoja, asi como la presencia de tricomas
glandulares y hifas (circulo), Del ININ. D) Descutinizacién del haz de la hoja con
abundancia de hifas (circulo), 200X; E) Descutinizacién de la hoja en el haz de la hoja y la
presencia de hifas (circulo), 50X. F) Se muestra la zona de descutinizacién del envés de la
hoja y los tricomas glandulares (circulo), 350X.

1.1.3. Buddleia cordata



En Buddleia cordata las observaciones mostraron la presencia de canales de secrecion en la
region de la base del haz de la hoja (Figura 12). Se encontraron tricomas glandulares y estelados, en
las dos caras de la hoja, siendo numerosos en el envés de la misma, en donde se encontraron
también a los tricomas candeleriformes y estomas hundidos. En el Desierto de los Leones la
descutinizacion de la epidermis en el envés y la pérdida de tricomas permitié la observacion mas
clara de los canales de secrecion (Laticiferos). La reduccién de tricomas fue méas evidente en los
candeleriformes y en algunas zonas se notd una ruptura en la epidermis del envés en la parte media

de la hoja (Figura 12 D), lo cual correspondid con lo observado en microscopia optica.

En el caso de Buddleia cordata del ININ no se observaron dafios relevantes, sélo una ligera
descutinizacion y en la region media de la hoja se not6 una reduccion de tricomas glandulares en el

envés de la misma en comparacion con la region de la base (Figura 12)

En la porcion media de la hoja de Buddleia cordata del Desierto de los Leones se notaron la
pérdida de tricomas estelados en el haz de la misma en comparacion con las muestras del ININ,
esto se repitio en el envés de la hoja principalmente en el Desierto de los Leones donde los

candeleriformes fueron los que se encontraban en menor numero (Figura 12).
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Figura 12. Hoja de Buddleia cordata. Del DL. A) Zona de descutinizacién con tricomas glandulares
(circulo), 350X; B) Descutinizacién de la hoja con tricomas estelados atrofiados (circulo),
100X; C) El circulo muestra una zona donde se observa ausencia de tricomas
candeleriformes, 100X. Del ININ. D) Zona donde se observa descutinizacién y tricomas
glandulares y estelados (circulo), 100X; E) Se observa un tricoma estelado en buen estado
(circulo), 100X; F) Se observa una distribucidon uniforme de los tricomas candeleriformes
(circulo), 100X.




Grado de dafo estructural (MEB)

Reportes relacionados con los tipos de dafio

Tipo de dafio
ININ Desierto de los Leones
Abies Baccharis | Buddleia| Abies Baccharis Buddleia
religiosa | conferta | cordata | religiosa conferta cordata
Descutinizacion * * * *kk *% *% Fowler et al., 1980; Godzik, 1982; Tukey, 1984;
Riding y Percy, 1985; Baker y Hunt, 1986; Garrec
y Kerfourn, 1989; Percy et al., 1992;.
Dafios en el * - - *k% - * Tuovinen et al., 1999.
estoma
Perdida de - - * - - *%
tricomas
candeleriformes
y estelados
Perdida de - * * - %% %%
tricomas
glandulares

Cuadro 2. Tipo y Grado de darios visibles con MEB en las tres especies de plantas estudiadas en el Desierto de los Leones y en el Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares. Grado de dano ligero (*), medio (**), severo (***), — (no presenta).







1.2. Microscopia optica

1.2.1. Abies religiosa

En Abies religiosa del Desierto de los Leones en la region media de la hoja se observé una
acumulacion de taninos en las células del parénquima en empalizada y en las del parénquima

esponjoso, algunas de éstas sin contenido celular (Figura 13).

En los cortes transversales de las hojas de Abies religiosa se aprecid que la epidermis se
encontraba engrosada, y algunas células del floema estaban colapsadas. Otros signos de dafio en
Abies religiosa incluyeron una reduccién drastica en el citoplasma junto a una acumulacién de
compuestos fenolicos en la vacuola; principalmente en las células del parénquima en empalizada, lo
que concuerda con lo encontrado por Alvarado-Rosales et al., (1993). La acumulacion progresiva de

estos compuestos esta asociada con la necrosis de esas areas (Figura 13).

El parénquima en empalizada es el primer tejido que es alterado. El dafio puede involucrar
plasmolisis y necrosis (Figura 13). El primer sintoma anatomico es una alteracion celular con la
separacion del plasmalema de la pared celular, y la degradacion del protoplasto. Estas alteraciones
se notaron en Abies religiosa (Figura 13), lo cual se ha descrito para la vegetacion con exposicién

aguda a ozono y otros contaminantes atmosféricos (Thomson et al., 1966).

Se observé un incremento de espesor de las paredes celulares epidérmicas y la lignificacion de
las mismas, lo que puede proporcionar una barrera a la captacion de ozono y la proteccién mas

eficiente contra el dafo, al limitar el flujo de ozono a través de la superficie. La acumulacion de



lignina observada en la pared celular de las hojas de Abies religiosa mostrd ser una barrera al 0zono
que protege al plasmalema y al contenido interno de las células (Moldau, Bichele y Hube, 1998;

Sandermann et al., 1998) (Figura 13).

En la region media de las hojas de Abies religiosa provenientes del Desierto de los Leones, se
observaron células del parénquima esponjoso sin contenido celular, con un depésito rojo de lignina
(Figura 13). De acuerdo a Sutinen y colaboradores (1990), estos eventos son resultado de la
contaminacion por ozono y cada uno de ellos tiene su origen en cambios en la permeabilidad del
plasmalema. En el caso particular de este estudio, se puede suponer que las alteraciones celulares
de Abies religiosa que involucran al protoplasma y al plasmalema son causadas por contaminantes
oxidantes atmosféricos y que las células de parénquima en empalizada son las primeras en sufrir

dafio debido a la exposicién de las mismas a la radiacion solar.

Los dafios en las células del mesdfilo, se caracterizaron por la degradacién del citoplasma,
incluyendo los cloroplastos, lo que derivé en el cambio de color a tonalidades blanquecinas en la
hoja en forma de puntos 6 manchas. Se ha sugerido que los metabolitos inducidos por el 0zono dan
lugar a un estrés enddgeno, que subsecuentemente, se expresa como dafios visibles en las hojas.
El ozono activa la biosintesis de lignina (Alvarado-Rosales et al., 1993) y la acumulacion de la
misma, lo cual resulta en modificaciones de la pared celular (Figura 13). Tales caracteristicas
resultantes de la exposicion al ozono se pueden considerar como marcadores a largo plazo
(Schneiderbauer et al., 1995; Langebartels et al., 1998). Considerando lo anterior, se puede asumir a
Abies religiosa como bioindicador a largo plazo. Esto también puede corresponder a la forma de vida

y a las caracteristicas de las hojas, Abies religiosa posee una densa capa de cuticula, muchos



antioxidantes y la forma acicular de la hoja y la distribucion de los estomas en el enveés, asi como la

condicién de los mismos la hacen mas resistente a cargas de 0zono continuas.

En Abies religiosa del Desierto de los Leones los compuestos fendlicos observados en los tejidos
dafiados de la hoja son en forma de cristales densos y reticulares que llenan la vacuola y como
depdsitos en la pared celular de células necrosadas, como lo observd Alvarez (1996) en sus

estudios en el Desierto de los Leones (Figura 13).
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Figura 13. Abies religiosa de un afo de edad en un corte de la regién media. DL, A) Se observa pérdida de
taninos en algunas células, engrosamiento de las paredes y adelgazamiento de la cuticula; B) Se
observa acumulacién de taninos en las células de parénquima en empalizada y esponjoso, asi como
adelgazamiento de la cuticula (circulo). C) Algunas células del parénquima esponjoso sin contenido
celular (circulo). D) Células del parénquima esponjoso y del haz vascular central sin contenido celular
(circulo), 40X, corte transversal en parafina, SVR. ININ, E, F, G y H) No muestran alteracion celular en
los diferentes tejidos de la hoja, 20X, 20X, 20X y 10X, respectivamente, corte transversal en parafina,
SVR; Epon, Azul de Toluidina. E (Epidermis), C (Cuticula), H, (Hipodermis), T (Taninos), Pem
(Parénquima en empalizada), HV (Haz Vascular), Pes (Parénquima esponjoso).

1.2.2. Baccharis conferta



Los dafios observados con microscopia dptica en las hojas de Baccharis conferta del Desierto de
los Leones fueron generalmente en la periferia 