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RESUMEN

El arbolado de oyamel (Abies religiosa) del Parque Cultural y Recreativo Desierto de
los Leones conocido otrora por su porte majestuoso, sufre desde hace varios afios, una severa
degradacién evidente a simple vista por la pérdida de la coloracién "siempre verde" de su
follaje, la abscisién prematura de sus aciculas y su muerte acelerada,

El origen de tal declinacién es desconocido, aunque tltimamente se ha sugerido que el
ozono, presente en el drea en elevadas concentraciones, desempeiia un papel decisivo. Es por
ello que, con el objeto de contribuir a la diagnosis del daiio reportado en esta especie, se
realizé el presente estudio empleando una combinacién de biomarcadores de exposicién a
ozono a nivel citoldgico e histoquimico.

Los andlisis se efectuaron en cortes de aciculas incluidos en resina epéxica para su
examen al microscopio electrénico de transmisién y en parafina para su estudio al
microscopio de luz, después de haber sido sometidos a las técnicas histoquimicas
correspondientes.

A nivel celular se determind el estado estructural de plasmalema, protoplasma,
cloroplastos, mitocondrias y material ergdstrico de la vacuola, mismos que mostraron
alteraciones conspicuas de acuerdo a lo descrito en casos de afectacién por ozono. A nivel
histolégico el dario estructural mds severo se circunscribié al parénquima en empalizada,
donde radica precisamente el dafio provocado por este contaminante. Las pruebas
histoquimicas pusieron de manifiesto alteraciones ¢n el contenido de metabolitos tales como
carbohidratos, lipidos y compuestos fenélicos, ocasionados probablemente por las
transformaciones ultraestructurales observadas en los organelos.

Los resultados obtenidos en ambos niveles de organizacidén se correlacionaron entre st
y con los sintomas macroscépicos del arbolado, tratando de aportar una explicacién clara e
integral de los procesos involucrados en el fendmeno de degradacidn,




INTRODUCCION

A nivel mundial se considera que gran parte de los problemas del deterioro ambiental se
deben a la desforestacion; las cifras en el mundo entero y atin en nuestro pais son alarmantes.
Las estimaciones de la tasa de desforestacién en México varian de 200,000 ha por afio en 1983,
a 400,000 en 1990; reconociéndose oficialmente una tasa de desforestacién anual de 370,000 ha.
De éstas, 110,000 corresponden a bosques, 190,000 a selvas y 50,000 a zonas 4ridas (de las que
hay un total de 27.5, 11.4 y 73.2 millones de ha. respectivamente) (Jasso y Lopez, 1991).

Los factores de destruccién y disturbio de los ecosistemas forestales se agrupan por su
origen en agentes naturales y antropogénicos. Alin cuando los desastres naturales devastan
grandes areas forestales, estos no pueden ser considerados agentes de desforestacién por si
mismos, ya que los ecosistemas dafiados pueden recuperarse nuevamente. Los agentes de
origen antropogénico son los que realmente causan la desforestacién o pérdida permanente de
la vegetacidn,

Dentro de los principales factores de destruccién y disturbio de los bosques se encuentran
la extraccién de madera de los bosques para su utilizacibn como combustible en las 4reas
rurales, la transformacion de terrenos forestales en zonas de cultivos agricolas o de pastizales y
el proceso de desarrollo e industrializacién de la sociedad que trae consigo la construccién de
grandes vias de comunicacién, obras de infraestructura hidrdulica y més recientemente, el
aumento de la contaminacién atmosférica (Vargas y Velazquez, 1991).

En 1989 se afirma que aproximadamente el 50% de las 4reas protegidas del pafs -sitios
destinados a la preservacién y uso racional de los recursos naturales, por cuanto a que
constituyen un potencial econémico y patrimonio genético y ecoldgico-, padecen algiin sintoma
de degradacion de sus ecosistemas, ocasionado en gran medida por la contaminacién ambiental
(SEDUE, 1983; Arenas, 1989).

En particular, el Desierto de los Leones, bosque clasificado bajo la denominacién de
"Parque Cultural y Recreativo", es un claro ejemplo de degradacién forestal. En los tiltimos afios
se ha convertido en un sitio de interés para quienes se preocupan por el estado fitosanitario de
los bosques de nuestro pafs (Vdzquez, 1987, 1988; Cibrian, 1989).

Son numerosas las hipétesis que pretenden explicar la causa de tal decaimiento. Este se
ha atribuido a la accion de multiples factores bi6ticos y abidticos entre los que se consideran la
incidencia de patégenos, insectos y acaros; el excesivo aprovechamiento de los mantos acuiferos;
la falta de manejo forestal y m4as recientemente la contaminacién atmosférica (Vazquez, 1987).
Segin los estudios realizados por Alvarado et al. (1987b, 1989) y De la Isla y Hernandez (1986),
los tres primeros factores, aunque contribuyen al decaimiento del arbolado, juegan un papel
secundario; mientras que la contaminacién atmosférica que proviene de la zona metropolitana
de la Cd. de México, parece estar ejerciendo efectos téxicos sobre el follaje.

Se ha sugerido que el problema principal de la Cd. de México es el causado por los gases
oxidantes producidos fotoquimicamente. Sus concentraciones se han elevado sobre la norma de
calidad-del aire debido a la gran cantidad de automotores de combustién interna que circulan
diariamente y que son la principal fuente de emisién de sus precursores, A ello hay que afadir
el hecho de que la ciudad se localiza a una elevada altitud, lo que facilita una mayor incidencia
de radiacidn ultravioleta, y que est4 rodeada por montafias y sus vientos con frecuencia son
ligeros (< 1.6 m/seg), lo cual dificulta la dispersién de los contaminantes (Hernandez y de la Isla,
1984; De la Isla y Krupa, 1990).

El ozono, que es un oxidante fotoquimico y uno de los principales componentes de la
contaminacién atmosférica, usualmente es mas dafino a las plantas que el resto de los
contaminantos pues es un agente altamente reactivo con las moléculas organicas de los
organismos (Miyake et al., 1984). Se absorbe directamente de la atmésfera y su entrada estd



limitada a los drganos que contienen clorofila, esencialmente las hojas, en donde penetra
principalmente por via estomatica -aunque también puede haber penetracién transcuticular (De
la Isla, comunicacién personal)-. Ya que estos organos son la parte més activa involucrada en el
intercambio de gases con el ambiente, son el blanco principal del ozono.

La cantidad de ozono que se difunde del aire hacia los sitios reactivos dentro de la hoja
son determinantes en el daiio. El flujo de contaminantes esti4 en funcién de las propiedades
quimicas y fisicas presentes a lo largo de la via de difusién de gas a liquido (Guderian, 1985).

Una vez que el ozono ha penetrado a los tejidos se llevan a cabo reacciones que
transforman la quimica celular dando origen a la perturbacién, que es un cambio primario en la
estructura y/o funcién celular (Guderian, op cit.; Schiffgens-Gruber y Lutz, 1992). Se sabe que el
ozono sufre una ripida descomposicién, lo que reduce drasticamente su concentracién en los
espacios intercelulares, pero en cambio se liberan radicales libres altamente reactivos que
tienen fuertes afinidades por las membranas celulares (Anttonen et al., 1995).

Los estudios ultraestructurales y bioquimicos sugieren que las membranas son los sitios
primarios de accién del ozono por ser éste o sus productos de reaccién, agentes altamente
reactivos con aminodcidos, proteinas, Aacidos grasos Insaturados y grupos sulfhidrilo,
constitutivos de las membranas celulares (Tingey y Taylor, 1982; Guderian, op cit.; Kozlowski y
Constantinidou, 1986). Sean estas membranas de organelos o el plasmalema, el menoscabo de
su integridad puede significar por una parte, cambios en su permeabilidad (Dugger et al., 1966;
Beckerson y Hofstra, 1980; Kozlowski y Constantinidou, op cit.) y con ello alteracion de
balances idnicos, y por otra, disfuncién de enzimas asociadas. Ambos casos estrechamente
rclacionados a procesos metabélicos como la fotosintesis, la respiracion, la sintesis de proteinas
y lipidos, y el metabolismo secundario.

El dafio resulta de la incapacidad para reparar o compensar las perturbaciones con
repercusion en el metabolismo. Bioquimicamente éste puede expresarse como alteraciones de
actividades enzimdticas y contenidos metabdlicos (Guderian, op cit.), las cuales han sido
reportadas en diversas especies vegetales por Dugger et al. (op cit.), Dugger y Ting (1970),
Tingey (1974), Tingey et al. (1975, 1976a,b).

Las anomalias en la estructura y funcion celular pueden también expresarse
acumulativamente a nivel histolégico y anatémico; asi como en patologias foliares, incluyendo la
aceleracion del proceso de senectud de las hojas; dislocacién de carbohidratos; reduccién en
crecimiento y productividad; alteracién de la morfologia de los arboles y finalmente afectacién
de las comunidades y ecosistemas (Guderian, op cit.; Winner y Atkinson, 1986). El dafio bien
puede estar exento de sintomas visibles (Kozlowski y Constantinidou, op cit.); tal es el caso de
plantas expuestas a bajas concentraciones de contaminantes que presentan una reduccién de su
crecimiento y productividad sin que pueda evidenciarse alguna anomalia a simple vista
(Soikkeli y Karenlampi, 1984).

Atendiendo a lo expuesto y al conocimiento de que:

- el 0zono es un agente contaminante altamente fitotéxico,

- las concentraciones de ozono en el Desierto de los Leones frecuentemente sobrepasan
los limites permitidos,
se propone que el ozono est4 impactando fuertemente el arbolado de Abies religiosa,

De acuerdo a esto, la investigacién se efectiia a nivel de dlagn()stlco, para lo cual se
emplea una combinacién de biomarcadores de manera que pueda ofrecerse mas de una linea de
evidencia para la comprobacion de la hipétesis.
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Los objetivos especificos consisten en:

A NIVEL MACROSCOPICO
Determinar:

. Vigor del arbolado

. Tipo de muerte del arbolado
. Retencién de aciculas

. Dafio en aciculas,

A NIVEL HISTOLOGICO

Determinar:

. Tejido(s) dafiado(s)

. Alteraciones estructurales de las celulas del o los tejidos afectados
. Alteraciones en el contenido de:

- carbohidratos insolubles - lipidos
- proteinas - compuestos fendlicos
A NIVEL CITOLOGICO

. Caracterizar y determinar posibles alteraciones estructurales de los siguientes
componentes celulares:

- plasmalema - microcuerpos - vacuola
- citoplasma - aparato de golgi - cloroplastos
- mitocondrias - reticulo endoplasmico



DIAGNOSIS

En 4reas impactadas por oxidantes fotoquimicos en las que simultineamente existen
miultiples contaminantes atmosféricos asi como otros agentes de perturbacion, resulta dificil
rastrear el origen del dafio en la vegetacién. Pese a ello, la identificacion total del o los
componentes fitotéxicos especificos puede llevarse a cabo por el examen del sindrome de la
comunidad vegetal, esto es, haciendo uso de una diagnosis (Taylor, 1973; Guderian, op cit.).

Segiin Treshow (1984) la diagnosis es el proceso que determina la naturaleza y
circunstancias de un estado patolégico por la observacion de signos o sintomas que le son
propios, reconociendo especialmente la causa de la enfermedad o perturbacién.

En la determinacién de efectos inducidos por contaminacién estos sintomas son todas
aquellas reacciones que puedan funcionar como bioindicadoras, esto es, que constituyan
cambios que se asocien directamente con exposiciones a un contaminante atmosfeérico especifico.
Los bioindicadores se emplean en diferentes niveles de organizacion biolégica como comunidad,
poblacidn, organismo, organo y organelo. Tradicionalmente se han usado en combinacién debido
a que normalmente se necesita mas de una linea de evidencia para confirmar que un
contaminante atmosférico es el causante de un efecto dado (Guderian, op cit; Miller,
comunicacién personal).

La diagnosis correcta involucra muchos elementos integrados: los sintomas, que
constituyen un elemento cardinal -el conocimiento de la sintomatologia es el mejor medio de
diagnosis- deben estar apoyados por la informacién que se obtiene de los siguientes parametros
asociados: ’

- Historia del ecosistema.

- Estudios de percepcion remota y distribucion de plantas afectadas.

- Caracteristicas del terreno y ubicacidn.

- Andlisis dendroldgicos.

- ixposicién de plantas bioindicadoras.

- Exclusién de posibles factores bidticos o abi6ticos (fuera de la contaminacién) como causa de
dafio. -

- Presencia de fuentes contaminantes y monitoreo del aire.

El anélisis quimico de plantas y suelo como indicadores de contaminacién por ozono es
inatil ya que éste no es bioacumulable (Guderian, op cit.; Treshow, op cit,; Miller, comunicacion
personal).

" En conjunto, estos factores comprenden los elementos de diagnosis proporcionando el
sindrome total -patrén de enfermedad total- (Treshow, op cit.). ‘



ANTECEDENTES

Segin Manzanilla (1974), el oyamel y el oyametal son el 4rbol y el bosque méas
importantes en el Desierto de los Leones. Desde el punto de vista econdmico Abies religiosa es
una especie que se emplea principalmente para la extraceion de pulpa para papel, y como su
madera no es muy durable, se utiliza para la elaboracién de cajas, canastos, puertas, ete.
Tradicionalmente se le ha empleado como arbol de navidad y como lefia. Sin embargo, su
importancia dentro del parque trasciende el aspecto econémico, cobrando relevancia en los
ambitos recreativo, estético y de proteccion de los recursos naturales. Dentro del ltimo rubro
hay que recalcar su importancia en la retencién y absorcién del agua pluvial que permite
recargar los mantos acuiferos que suministran a la Ciudad de México; su papel en la
conservacién de suelos; en el mejoramiento del régimen térmico de la Cd. de México; en la
proteccién a los flujos del viento y en el mejoramiento de las condiciones atmosféricas,
contribuyendo con ello a la salud de los habitantes. Finalmente cabe agregar que Abies religiosa
constituye un recurso que brinda un interés particular que es ser una especie mexicana y la
Gnica representante de su género en la Cuenca (Manzanilla, op cit.; Fernindez, 1987; Rodea,
1987; Vazquez, 1988).

HISTORIA DEL ECOSISTEMA

De acuerdo a los registros, el Desierto de los Leones ha sufrido numerosas
perturbaciones dentro de las que se pueden destacar como eventos historicos la accién de un
viento huracanado (1918), talas excesivas (1930), la apertura de caminos (1933) y fuertes
periodos de sequias y heladas (1976 y 1982). Asi mismo, ha estado sujeto a eventos de
perturbacién continuos como la extraccién de tierra de monte, lefia y piedra; ataques del
desfoliador del oyamel Evita hyalinaria y del descortezador de las alturas Dendroctonus
adjuntus en pinos; explotacién de mantos acuiferos y ocoteado. (Direccién General de Sanidad y
Proteccién Agropecuaria y Forestal, 1985; Madrigal, op cit.; Vazquez, 1988; Rodea, op cit.;
Alvarado, 1989).

Para fines de la década de 1970, se detectan patrones de mortalidad que no
corresponden a los agentes de destruccién entonces conocidos y sufridos por los arboles del
parque, Tales sintomas son: decoloracién y pérdida de aciculas; disminucién de la biomasa,
tanto radical como aérea; muerte de retofios y deformacién de las copas, cuiminando
generalmente en la llamada muerte descendente de los drboles, que se inicia en la punta de la
copa y culmina en su parte inferior (Vazquez, 1987). Algunos autores registran, sin embargo,
una muerte ascendente, es decir, un patrén de muerte inverso al anterior (De la Isla y
Hernéandez, op cit.; Alvarado et al., 1987b, 1993).

La mortandad del arbolado se notd claramente a partir de 1981 en que los arboles
empiezan a morir en pequefios grupos. Para 1982 se observa una declinacion sin precedente del
arbolado (Alvarado, op cit.; Alvarado et al., 1987b, 19983). Se registran ademés grandes
porciones del bosque con preponderancia de irboles maduros y sobremaduros, esto es, una
escasa representacién de las clases de edad més jévenes y una casi completa ausencia de
renuevos, Para 1983 la mortandad es tal que es necesario hacer un inventario para determinar
el volumen de arboles muertos en pie (Vizquez, 1988; Cibrian, op cit.).

Alvarado (op cit.) muestra que de un volumen total de 753,063 m3 de madera de oyamel,
en 1983 se encuentran dafiados 181,318 m3, es decir, el 24%. De 1984 a 1987, el deterioro se

incrementa a 270,775 m3, lo que corresponde al 86% del volumen original. Esto indica que en
esos Gltimos 4 afios se ve afectado aproximadamente 12% del volumen total. El debilitamiento y
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la mortandad del arbolado llega a cubrir 274 ha que constituyen el conjunto de 5 4reas
comunmente denominadas "cementerios" (Vazquez, 1987), aungue otros autores (Rodea, op cit.)
mencionan que el area dafiada en ese entonces abarca 420 ha.,

PERCEPCION REMOTA Y DISTRIBUCION DE PLANTAS AFECTADAS Y
CARACTERISTICAS DEL TERRENO

La Direccién de Sanidad Forestal de la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos
llevé a cabo dos vuelos sobre el parque para tomar fotografias en infrarrojo y evaluar el
progreso del dafio. El primer vuelo se realizé en octubre de 1985 y el segundo en junio de 1987.
El avance de la mortandad es muy evidente entre un vuelo y otro (Cibrian, op cit.), detectandose
que la pérdida de vigor en los arboles se incrementa considerablemente de un aiio al otro; siendo
los sitios ubicados al sur (S) y sureste (SE) de la zona urbana los més afectados y los que
presentan mayor mortalidad. Se confirma que el avance de la muerte masiva del arbolado
tiende a dirigirse hacia la direccién S, SO y SE coincidiendo con la de los vientos provenientes
de la zona metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM).

En general se observa que el mayor niimero de arboles muertos -zonas de cementerios-
se concentra en las caiiadas en donde se estanca el viento cargado de contaminantes y donde la
mortalidad sigue un patrén que va del centro hacia ambas pendientes de la misma. Las
exposiciones que presentan las cafiadas con arbolado muerto son norte (N), noreste (NE) y
noroeste (NO) (Alvarado et al., 1987h, 1998; Alvarado, op cit.; Rodea, op cit.; Macias y Tovar
1987; Cibrian, op cit.).

Cabe mencionar finalmente que Rodea (op cit) recalca que las exposiciones NE
presentan mas del 50% de individuos muertos, mientras que el resto muestra menos del 50%.

Atendiendo a los problemas del parque, la Comisién Coordinadora para el Desarrollo
Rural (COCODER) encargada del mismo, ha puesto en marcha programas de limpieza y
saneamiento forestal, extrayendo maderas muertas y dafiadas. Sin embargo, tanto la
mortandad de arboles como los problemas de regeneracién del bosque se siguen presentando
(Vazquez, 1988; De la Isla, 1991; Alvarado et al., 1993).

ANALISIS DENDROLOGICOS

Dos tipos de estudios dendrolégicos se han contemplado en relacién al creciente dafio
observado en Abies religiosa, uno incluye &rboles de la misma categoria diamétrica y otro
tocones de 4rboles muertos de diferentes categorias diamétricas derribados poco tiempo antes de
su axamen. El primero incluye muestras de dos sitios del Desierto de los Leones, uno con
afectacién y otro sano, y de un lugar en Zoquiapan, Méx. Los arboles del area afectada
(pendientes expuestas a barlovento) son arboles mas maduros con un promedio de 96 afios y un
tiempo de paso (tiempo que tarda para pasar a la préxima categoria diamétrica, en este caso,
los préximos 10 cm) de 29. En las 4reasno afectadas (exposicién sur) del Desierto de los Leones
los 4rboles son més jévenes, con un promedio de 60 afios y un tiempo de paso de 19; y en
Zoquiapan con una edad promedio de 43 afios y un tiempo de paso de sblo 7 afios (Cibrian, op
cit.).

El segundo estudio comprende sélo muestras del Desierto de los Leones y los resultados
sefialan que los arboles tardan mas tiempo de lo normal en pasar de una categoria diamétrica a
la inmediata superior. Esto se desprende del hecho de que el tiempo de paso en todas las
categorias diamétricas (desde la de 25 cm hasta la de 110, o sea desde 57 a 148 afios de edad
respectivamente) es similar, lo que denota la presencia de un factor desconocido que retarda el
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crecimiento. La drastica reduccion en el grosor de los anillos de los tltimos treinta afios en todas
las categorias diamétricas de los arboles en declinacion indica que su accién ha sido continua
durante muchos afios (Alvarado et al., 1987a, 1993).

EXPOSICION DE PLANTAS SENSIBLES

Al confirmarse en 1972 -por medio de plantas indicadoras- la presencia de niveles
fitot6xicos de gases oxidantes (ozono, nitrato de peroxiacetilo -PAN- y éxidos de nitrogeno) en la
Ciudad de México y conocer la direccién de sus vientos dominantes (del norte y noreste al sur y
suroeste Mapa 2B -pag. 15"), Krupa y Bauer (1976, en De la Isla y Herndndez op cit.),
consideran la posibilidad de encontrar dafios de esta indole en la vegetacion de las montaiias del
Ajusco, D.F. Es asi como realizan un reconocimiento de esta area, detectando dafios por ozono
de tipo crénico en Pinus hartwegii y Pinus leiophylla. Los sintomas consisten en un moteado y
bandeado clordtico en las hojas de un afio de edad, asi como una clorosis general. P. hartwegii
muestra ser més sensible al ozono que P. leiophylla (De la Isla y Hernédndez, op cit.).

La declinacién y muerte del arbolado en el Desierto de los Leones motiva, en 1985, la
realizacién de estudios tendientes a explicar este decaimiento. Siguiendo el mismo
procedimiento empleado en el Ajusco para la evaluacién en el campo del dafio por gases
oxidantes en pino (escala visual de Miller), se determina el dafio en P. hartwegii del Desierto de
los Leones, donde también es especie nativa. De los 79 drboles evaluados, se encuentra que 96%
pueden considerarse muy severamente dafiados y el 4% restante severamente daiiados (De la
Isla et al,, 1985; De la Isla y Hernandez, op cit.; Hernandez y De la Isla, 1986).

El efecto manifestado consiste nuevamente en un moteado y/o bandeado clorético en las
hojas del timo crecimiento anual (UCA) y desfoliacién prematura; ambos sintomas son
caracteristicos de la accién de oxidantes fotoquimicos, particularmente ozono, en esta especie.
Dados estos resultados, los autores concluyen que los gases oxidantes procedentes de la zona
metropolitana de la Ciudad de México juegan un papel muy importante en el deterioro de P.
hartwegii (considerada como especie sensible al ozono) en el Desierto de los Leones.

Ciesla y Macias (1987) en Vazquez (1987) coinciden en afirmar que la contaminacién
atmosférica es el agente causal de la muerte del arbolado en este sitio y que la evidencia de ello
es, igualmente, el arbolado de P. hartwegii.

EXCLUSION DE FACTORES BIOTICOS Y ABIOTICOS
COMO POSIBLES CAUSAS DE DANO

Dentro de los métodos empleados para excluir la accién de otros agentes de perturbacion
y confirmar la incidencia de un contaminante sobre la vegetacién, a menudo se emplean
substancias que se aplican sobre la superficie de la planta, se mezclan con el suelo o bien se
inyectan en ella a fin de protegerlas de los efectos de la polucion (Guderian, op cii.). Con base en
la hipétesis de que la declinacién del oyamel es ocasionada por contaminantes aereos, Alvarado
et al, (1989, 1993) inician en 1986 la aplicacion sobre el follaje de un antitranspirante conocido
como "Clear Spray" con el objeto de suprimir o retardar la desfoliacion de los arboles afectados
reduciendo la entrada del contaminante a la hoja. De acuerdo a los resultados, de la primera
serie de ensayos se suprime temporalmente la aparicién de los sintomas foliares tipicos y se
evita la pérdida de follaje de las ramas; en contraste con las ramas testigo, que muestran tanto
el dafio en el haz de las aciculas como la caida de su follaje.

De manera adicional, los autores comparan la masa forestal del Desierto de los Leones
con otra de San Juan Tetla, fuera de la influencia de la contaminacion, Sus resultados sefialan
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que el arbolado en este sitio testigo no muestra las sefiales de declinacién que se presentan en el
primero,

BACTERIAS Y HONGOS

En un intento por determinar la etiologia del dano en el Desierto de los Leones, Alvarado
el al, (1987b) y Alvarado (op cit.) aislan del tronco de Abies religiosa al hongo Graphium y
algunas bacterias. La ausencia de sintomas posteriores a la inoculacién del primero sobre
plantulas de oyamel de aproximadamente un afio y de bacterias sobre tubérculos de papa,
indica el caracter anodino de ambos. Por otra parte, no obtienen algin hongo que sea daiiino a
hojas y raices.

Cibridn (op cit.) reporta la existencia de un hongo de pudricién no identificado en las
raices de varios arboles con follaje verde en la zona afectada. El sintoma que presentan las
raices poco tiempo después de morir consiste en un cambio de color del xilema; aquellas en que
la pudricién es mas avanzada se evidencia un "abanico" micelar parecido al de Fomes annosus,
pero no se han podido obtener estructuras reproductoras que lo identifiquen. En las raices con
pudricién muy avanzada se ha observado un deterioro del floema, encontrandose micelios entre
los tejidos lefiosos. Atin no se ha determinado el papel que este hongo pudiera jugar en la
muerte del arbolado.

INSECTOS

Los insectos que mas se han asociado con la patologia de Abies religiosa son el
descortezador Pseudohylesinus variegatus(Blandford) y el desfoliador del oyamel Evita
hyalinaria.

Por lo que concierne al ciclo de vida del descortezador y sus ataques, sus larvas se
desarrollan completamente en 3 estadios y al final de su ciclo penetran a la madera a diferentes
profundidades para construir la cAmara de pupacion y asi emerger como adulto. Segin los
resultados obtenidos por Aguirre y Bernal (1988) los ataques de este descortezador sélo son
exitosos en drboles con copas en avanzado estado de declinacién y con un color de follaje café
obscuro, mientras que oyameles con copas en mejor estado repelen su ataque. De acuerdo a ello,
los insectos juegan un papel secundario en la muerte del oyamel ya que su penetracién se
[acilita slo en el arbolado muy deteriorado. P. yariegatus infesta mayormente las partes altas
de los arboles y en menor grado las inferiores, lo que viene a presentar un patrén de muerte
descendente.

Con el objeto de determinar el papel que este descortezador juega en la muerte del
arbolado, la Division de Ciencias Forestales de la Universidad Auténoma de Chapingo obtiene
muestras de corteza de 420 arboles con follaje verde -sano-. De ellas, el 98% muestra que los
ataques por nuevos adultos son infructuosos ya que al penetrar al floema -para ovipositar-
mueren absorbidos por la resina, Los ataques exitosos se registran en arboles con follaje café o
carente de él; las larvas se encuentran en arboles que han muerto varios meses antes (Cibrian,
op cit.).

Muiiiz (1987) reporta que la presencia de algunos insectos que normalmente se les
califica de plagas, estan presentes en los sitios estudiados, pero en niimero tan reducido que no
llegan a ser significativos, y ain cuando manifiestan intentos de proliferacién, al siguiente ciclo
casi desaparecen. Todos los insectos y acaros dejan testimonio de su presencia sin causar la
muerte de algin individuo,

Se concluye con base en los resultados, que ciertos patdgenos y/ o insectos contribuyen
ylo aceleran la muerte de los arboles pero no son el principal agente de su declinacién (Alvarado,
op cit).




EDAD

Los estudios dendrologicos -descritos previamente- realizados por Alvarado et al. (1993)
en tocones de arboles del Cementerio, demuestran que la muerte del arbolado incluye
individuos desde 57 hasta 148 aiios de edad; siendo la categoria de 99 a 108 afios la dominante.
Dado que en Vazquez (1987) han sido reportados arboles de hasta 180 afios, puede decirse que
la muerte del arbolado no es un fenémeno de senectud natural.

PRESENCIA DE FUENTES CONTAMINANTES Y MONITOREO DE LA
CALIDAD DEL AIRE

CONTAMINACION POR OZONO
Los procesos de combustion de madera, carbon, petrdleo y gas natural ademas de COg y

H90, dan origen a productos parcialmente oxidados como el CO, las olefinas (alquenos) y

elementos de hidrocarburos no quemados del combustible. Ademas de que algunos de ellos
pueden producir SOy, las altas temperaturas alcanzadas durante la combustién promueven la

oxidacion del nitrégeno contenido en el aire formando asi Oxidos de nitrégeno (NOx),
particularmente oxido nitroso (NO) que ante ciertas interacciones atmosféricas se convierte
ripidamente en didxido de nitrogeno (NOg) (Schuck, 1973).

El NOg absorbe la radiacién de un amplio rango del espectro violeta y ultravioleta (con

longitud de onda menor a 242 nm) proveniente de la luz solar que alcanza la superficie de la

Tierra (Stephens, 1969), Tal absorcion de energia es seguida inmediatamente de un

rompimiento de los enlaces quimicos y la formacién de dos productos, el NO y atomos de oxigeno
N02 ------- +NO + O :

Esta reaccién ocurre rapidamente hacia la derecha, mientras que en sentido opuesto es
demasiado lenta para ser significativa cuando la concentraciéon de NO es baja, Cuando el nivel
de NOg es bajo, los atomos de oxigeno instantaneamente se combinan con el oxigeno del aire
para originar ozono (Og) (Dugger y Ting, op cit.; Schuck, op cit.; Stephens, op cit.).

O+ Og + M e +~0g + M.
(M es cualquier molécula que absorba la energia de reaccion, sin ésta, el atomo de oxigeno
ontrante desplazaria uno de los tomos de oxigeno de la molécula de Op). Esta reaccién ocurre
por la presencia de oxigeno molecular; algunas pruebas indican que los 4tomos de oxigeno en el

aire tienen una vida media de tan solo diez millonésimas de segundo debido a esta reaccién.
El ozono a su vez reacciona instantaneamente con el NO para volver a formar NOg.

03 + NO --eeme -+ N02 + 02‘

El resultado neto es un estado de equilibrio que se establece en el transcurso de algunos
minutos. Cuando se alcanza, el Gnico proceso continuo es la absorcién de luz y su conversién en
calor (Stephens, op cit.).

‘ NOg + Og -ewe + NO + Og

Esta rapida reaccion ciclica no produce cambios totales en el sistema y en ausencia de
reacciones de competencia, no se da una conversion neta del NO a NOy, ni se observan niveles

clevados de Og (Schuck, op cit.; Dugger y Ting, op cit.).

Este punto de equilibrio puede modificarse por la intervencién de reacciones tan rpidas
como las que ocurren en esta ecuacidn, cosa que no sucede en una atmésfera contaminada que
contenga tan solo algunas partes por millén de contaminantes. Lo que puede alterar ese
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equilibrio o atn nulificarlo son procesos atn méas lentos pero que, o bien alteran la cantidad
total de NOx o afectan el balance entre NO y Og. Tal es el caso de los procesos que aun siendo

lentos, convierten al NO en NOg sin consumir una cantidad equivalente de Og, lo que conlleva

a su acumulacién; esto ocurre en las reacciones con los hidrocarburos (Stephens, op cit.).

Los escapes de los automéviles han sido identificados como la fuente principal de
hidrocarburos olefinicos y 6xidos de nitrégeno esenciales en las reacciones fotoquimicas
(Cvetanovic, 1964).

Algunos hidrocarburos pueden competir con el oxigeno molecular por los dtomos de
oxigeno y con el NO por el Og, el resultado neto después de una o dos horas es un desbalance

del ciclo fotolitico del NOg, Las repercusiones atmosféricas inmediatamente observables son la
constante conversién de todo el NO en NOy, la formacién de productos de oxidacién de
hidrocarburos como aldehfdos y cetonas, la formacién constante de niveles elevados de Og y de

derivados de hidrocarburos tales como los nitratos de peroxiacetilo (PAN's) (Schuck, op cit.).
E1 0y el Oy inician la oxidacion de los fragmentos gaseosos de hidrocarburos, los cuales

a su vez oxidan el NO en NO2 sin destruir el 0g. El Og se acumula en la atmdsfera,

Dos de estas reacciones son:
RC(:0)00 + NQ ----» RC(CO)O + N02

RCCO)O + NO -+ RCGO) + NOp

La niebla veraniega presente sobre areas pobladas de vegetacién lejanas a los centros
urbanos es atribuida a los productos de foto-oxidacién de terpenos y 6xidos de nitrégeno (Dugger
y Ting. op cit.).

CONTAMINACION EN LA
ZONA METROPOLITANA DE LA CD. DE MEXICO

La Cd. de México es susceptible de sufrir problemas de contaminacién por ozono
debido a las altas emisiones antropogénicas de contaminantes atmosféricos y factores
meteorologicos que promueven su formacién (Bravo et al,, 1988)

Bravo et al. (1987) presentaron un inventario para emisiones vehiculares en que se
registran 11 000 ton al dia (4 000 000 ton al aiio) de las cuales 89% es CO, 9.15% hidrocarburos
(HC), 0.9% son 6xidos de nitrogeno (NOx) y 0.3% 6xidos de azufre (SOx) y 0.4% particulas. A
pesar de gue los hidrocarburos y 6xidos de nitrdgeno constituyen poco mas del 10% de estas
emisiones, los autores consideran que su importancia en la generacién de oxidantes
fotoquimicos los hace ser el problema potencial mas serio de la calidad del aire en la ZMCM.

De estos oxidantes, el ozono es el contaminante principal y su concentracion se eleva
muchas veces a lo largo del afio, Otros oxidantes como el PAN pueden formarse, pero segin
Bravo et al. (1987) pueden considerarse de menor importancia que el ozono. En ello coincide
Guderian (op cit.) quien afirma que las emisiones fitotéxicas de ozono son las mas ampliamente
distribuidas y las que generalmente ocurren en mayores concentraciones en el ambiente,
comparadas con las de PAN. 7

Las fuentes de emisién de precursores antropogénicos son en primer lugar los
automéviles (con NOx y NMHC -hidrocarburos no metano-) (el parque vehicular asciende a
mas de tres millones en 1985), la industria ligera y pesada (NOx, NMHC) y expendios de
gasolina (NMHC) (Bravo el al.,1988; De la Isla y Krupa, 1990).

En décadas pasadas los motores, que empleaban gasolina adicionada con tetraetxlo de
plomo para elevar el indice de octanaje, descargaban a la atmdsfera compuestos contaminantes
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o precursores como hidrocarburos parcialmente oxidados, CO, NOx y particulas carbonéaceas con
oxidos de plomo, ademas de COg y HqoO.

La gran inquietud pablica por los altes indices de contaminacion lleva a la eliminacién
del tetractilo de plomo, lo que se traduce en una disminucién del indice de octanaje y con ello
una disminucién en la eficiencia del motor. Como respuesta debe haberse modificado la
formulacion de las gasolinas, posiblemente con la adicién de hidrocarburos aromaticos e
hidrocarburos de cadena corta que aumentan el indice de octanaje (gasolina Nova Plus),

Las emisiones de vehiculos que utilizan esta gasolina incluyen una serie adicional de
subproductos de combustién como n-butano, etileno, propileno, benceno, tolueno y m-xileno que
constituyen un potencial importante en la formacion de oxidantes fotoquimicos. Se ha

registrado que desde el cambio de gasolina los valores de ozono han aumentado (Bravo et al.,
1988).

CONCENTRACIONES DE OZONO EN
EL DESIERTO DE LOS LEONES

Como consecuencia del transporte de la masa de contaminantes emitidos en la parte
norte y centro de la ZMCM por accidn de los vientos y debido a la accidn de la radiacion solar en
csta masa, se registran altos niveles de ozono en la parte swr y surceste de la ciudad (Bravo et
al., 1988; Cibrian, op cit.). Estas condiciones se apoyan con la evidencia de que el aire
contaminado de areas urbanas puede ser transportado a distancias de 48 a 64 km (Treshow, op
cit) e inclusive, por ejemplo, que el ozono originado en la Cd. de los Angeles, California es
llevado hacia montafias localizadas a 76 millas (120.6 km.) de distancia -bajo ciertas
condiciones meteoroldgicas (Davis y Wood, 1972). A este respecto, Ruiz (comunicacién personal)
sugiere que gran parte del ozono presente en elevadas concentraciones en las zonas boscosas es
producido in situ, a partir de precursores que provienen de las zonas urbanas (NOx), y de
aquellos de origen biogénico (HC)

Como parte de un estudio sobre cambio climatico y depositacién atmosférica, la Comision
Forestal de Norteamérica perteneciente a la FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations), instalé en 1990 una estacién de monitoreo de ozono en el Desierto de los
Leones (en el exconvento) a unos 10 km al oeste del limite urbano de la Cd. de México y a 25 km
del centro de su zona mas densamente urbanizada (Miller et al., 1994).

Debido a que la consulta de la informacién que ahi se obtiene esti restringida, los
1eglstros con que se cuenta en este trabajo solo comprenden algunos meses de 1990 y de 1991;
sin embargo, se considera que son de utilidad ya que ofrecen ciertos indicios solne el
comportamiento de este contaminante en dicho lugar,

La grafica 1 muestra las concentraciones promedio mensuales totales, méaximas y
minimas desde los meses de abril de 1990 a abril de 199]; sin embargo los registros de algunos
meses son incompletos en mayor o menor grado.
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GRATICA 1. Concentraciones promedio mensuales de ozono en el Desierto de los Leones

Tomando en cuenta que la norma de calidad de aire tiene como limite permitido una
concentracidon de ozono de no mas de 0.1l ppm promedio por hora (Bravo et al., 1987) se tiene
como primera consideracidn el namero de dias al mes en que es violada dicha norma (se toma
como violacién las concentraciones mayores de 0.1 aunque sean tan solo por una hora),

Segin la grafica 2 el mimero minimo de violaciones al mes es de 3 dias en enero de 1991
y de 22 en noviembre de 1990, con un promedio de 14.5 dias al mes, La cantidad total de
violaciones es de 175 dias de 303 que fueron monitoreados en el transcurso de un aiio, esto es el
§7.75% anual,
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GRAFICA 2. Nuamero de dias que se excede por mes la Norma Mexica de la Calidad del Aire
- para ozono en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México. '

De acuerdo al National Ambient Air Quality Standard (NAAQS) la concentracién para
oxidantes fotoquimicos es de 160,qglm3 6 0.08 ppm méximo sin exceder una hora una vez al afio
(Guderian, op cit.).

Alo largo del afio el limite llega a rebasarse hasta por 9 horas (incluyendo las horas con
concentraciones de 0.1l ppm) aunque esos casos constituyen sélo el L.14% de las veces; mientras
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que la mayoria de las violaciones es de 2 a 3 horas (42.28%), siendo también importantes los
valores de 4 y 5 horas (17.7% y 13.71% respectivamente) ver grafica 3.
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GRAFICA 3. Distribucién del nimero de horas que se excedié la Norma de Calidad del Aire
para ozono en el periodo de 1990 a 1991

La grafica 1 de concentraciones promedio mensuales maximas demuestra que con
frecuencia se sobrepasan los valores de 0.11 ppm, ya que se tienen promedios de hasta 0.138
ppm en el mes de noviembre de 1990 y sélo en dos casos -mayo 1990 y septiembre 1990- el
promedio no sobrepasa este valor pero alcanza 0.100 ppm.

Por otra parte, la grafica de promedios mensuales totales demuestra que a lo largo del
afio las concentraciones se mantienen en un rango de 0,045 y 0.062 ppm.

CONCENTRACIONES MINIMAS DE 0ZONO QUE SON DANINAS A LA VEGETACION.

Solamente se ha determinado para pocas especles vegetales las concentraciones minimas
de ozono que les son dafiinas, pues la sensibilidad varia mucho. Pinus ponderosa Laws muestra
sintomas sélo después de una fumigacién de 0.50 ppm durante 9 h/dia en el transcurso de 9 a 18
dias continuos; en cambio Pinus strobus L. presenta dafios después de someterse a
concentraciones de 0,065 ppm durante 4 h. La mayoria de las especies vegetales mas sensibles
como Nicotiana tabacum var. Bel W-3 entre otras, que es frecuentemente usada como
indicadora de ozono, son susceptibles a concentraciones de 0.10 ppm durante 2 h. (Davis y
Wood, op cit.).

Las hojas del afio en curso o Gltimo crecimiento anual (UCA) de algunas especies son
susceptibles de padecer dafio agudo con concentraciones de 0.03 ppm durante 48 h y 0.07 ppm
durante 4 h.(Guderian, op cit.).

Despues de tomar en cuenta estas consideraciones y analizando las gréficas relativas a
la concentracién de ozono en el Desierto de los Leones, no cabe duda de que este contaminante
debe jugar un papel determinante en la salud de la vegetacién de dicho lugar.
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MATERIAL Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

El Parque Cultural y Recreativo Desierto de los Leones se localiza al suroeste de la zona
metropolitana de la Ciudad de México en la Sierra de las Cruces, particularmente en las
delegaciones de Cuajimalpa y Alvaro Obregén. Se sitia entre los 19°19'00" y los 19°13'27" de
latitud norte, y los 99° 20'00" y los 99°17'40" de longitud oeste (Mapa 1). Comprende una
superficie de 1529 ha. El nivel altitudinal mas bajo es de 2800 msnmn, mientras que el més alto
supera los 3800 msnm; de ahi que sea posible encontrar variaciones climaticas notables dentro
de esa pequefia superficie, aunque puede considerarse que en general el clima es semifrio
subhiimedo C(W2). El periodo de mayores temperaturas se presenta de abril a junio, con una
disminucién en septiembre que se acentia de noviembre a febrero, La temporada hiimeda se
verifica durante siete meses, iniciindose en abril para concluir en octubre (Rodea, op cit.;
Vézquez 1987).

Dentro de los limites del parque existen como especies dominantes dos coniferas: Abies
religiosa (oyamel) y Pinus hartwegii. El oyamel tiene como intervalo altitudinal 2560 msnm
como limite inferior y 8660 msnm como limite superior, siendo la amplitud de 2900 a 3200
msnm aquél en que se encuentra mejor representado. Por su parte Pinus hartwegii se localiza
desde los 3200 msnm al limite altitudinal méaximo de la vegetacién (Madrigal, 1964; Vazquez,
op cit.).

SITIOS DE MUESTREO

El muestreo se llevé a cabo en el arbolado de Abies religiosa localizado en las 4reas con
mayor mortandad dentro del bosque del Desierto de los Leones conocidas con el nombre
genérico de cementerios; particularmente en tres de ellos: Cementerio, Casamanero y Lobos.
Aunque originalmente se consideraban 5 cementerios, incluyendo los 3 anteriores, Coloxtitla y
Goteadero, este Gltimo se fusiond a través del tiempo con Casamanero (Vazquez, 1987).

Estos lugares han sido objeto de limpias forestales, siendo més intensas en Cementerio,
ubicado més al noreste del parque, y menores en Lobos, més hacia el suroeste (Mapa 2.A)

Los cementerios se localizan en terrenos ondulados con pendientes mayores de 20% y
altitudes de 3,100 a 3,460 msnm. Los suelos en estos sitios son profundos (>150 cm), de color
café grisaceo oscuro, texturas francas y franco-arenosas, drenaje superficial rapido, capacidad
de intercambio catiénico (C.I.C) moderada (17 a 20 meq/100 g), predomina calcio (5.3 a 7.4
meq), materia organica moderada (3.6%), fosforo aprovechable pobre (1.4 a 2.1 ppm), pH
ligeramente acido (6.3 a 6.4), sin sodio intercambiable. Se acepta que a unos 3,200 msnm hay
una precipitacion pluvial de 1,300 mm anuales que se distribuyen en 100 6 mas dias con lluvia
apreciable. Abundan los dias nublados y con rocio (Vazquez, 1987).

Los sitios estudiados se encuentran en cafiadas o laderas con orientacién hacia la zona
metropolitana de la Ciudad de México (Fig. 9A), la cual puede observarse desde “El Cementerio”
(Fig. 9B). :

En lo que respecta al sitio testigo, se seleccioné originalmente el bosque de El Chico,
Hgo., pero lamentablemente éste presenta severos sintomas de deterioro de origen bibtico -
insectos desfoliadores-, Se escogié alternativamente un sitio en las laderas del Popocatepetl,
Méx. en una zona boscosa del camino a Tlamacas, unos 13 km antes del Paso de Cortés; region
con una altitud de 8,000 a 3,600 msnm.
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TRABAJO DEE CAMPO

El trabajo de campo incluyd:

Exploracién de los sintomas en las aciculas

Esta se efectud en dos ocasiones; la primera a manera de reconocimiento inicial y la
segunda en la comprobacién de los sintomas de las muestras empleadas para los estudios
histoquimicos y citoldgicos, y se llevd a cabo por:

. Observacién directa en los individuos.

. Obtencién de muestras de las ramas.

El primer caso incluyd organismos jévenes cuyas ramas se encontraban accesibles para
su reconocimiento, ya fuera en cementerios (ejemplares de reforestacion o plantulas de
regeneracién natural), o en zonas aledaiias.

El segundo se empled exclusivamente en el arbolado adulto de los tres cementerios ya
que su deterioro es tal, que las ramas quedaban fuera del alcance y fue preciso cortarlas para
apreciar su estado.

Determinacitn del vigor del arbolado

Se baso en una modificacién de la clave de caracterizacion fisonémica de Paz (1989).
Esta clave comprende la comparacién del oyamel en su forma fisonémica saludable respecto a
sus diferentes y mas significativos estados, que se observan en el bosque hasta el momento en el
que el oyamel esta completamente muerto. Las caracteristicas son las siguientes:

- Porcentaje de longitud de fuste con follaje vivo: consiste en hacer una comparacién de la
longitud que tendria la copa de manera normal (100%), con la que presenta el individuo en el
momento de la evaluacién; independientemente de que se trate de una copa secundaria, esto es,
de aquélla que se forma como respuesta del oyamel al tratar de recuperar la copa deteriorada.

- Porcentaje de ramas muertas en la copa actual: se evaltan las ramas muertas,
muriendo o ausentes de la copa; esto permite estimar la cantidad de follaje vivo que tiene el
oyamel, siendo complementaria a la anterior. .

- Porcentaje de copa original: describe, del porcentaje de longitud de fuste con follaje
vivo, cudnto corresponde a la copa original, por lo que se elimina la copa secundaria.

- Condicién de la punta: se refiere al dafio que ésta ha sufrido por el agente causal. La
condicion puntiaguda representa el estado normal; muerta con recrecimiento, significa que el
vigor del arbol es casi normal; redondeada o plana indican que el &rbol ha dejado de crecer; y
muerta sin recrecimiento, que el vigor ha disminuido considerablemente.

La clave es la siguiente:
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CARACTERISTICAS CATEGORIAS VALOR
- Porcentaje de longitud de fuste 100 - 85 1.00
con follaje vivo. 80 - 65 0.75
60 - 45 0.50
40 - 25 0.25
20- 0 0.00
- Porcentaje de ramas muertas o 0-20 -1.00
ausentes en la copa actual. 25- 40 0.75
45 - 60 0.50
65 - 80 0.25
85 - 100 0.00
- Retencidn del follaje. 6 afios 1.00
5-4 0.75
3 0.50
2-1 0.25
0 0.00
- Porcentaje de copa original 100 - 85 1.00
80 - 65 0.75
60 - 45 0.50
40 - 25 0.25
20- 0 0.00
- Condicién de la punta Puntiaguda 1.00
muerta con recrecimiento 0.66
plana o redondeada - 0.33
muerta sin recrecimiento - 0.00

Con la suma de los valores obtenidos en cada uno de los cinco atributos medidos se obtienen los

siguientes valores de vigor

Estos valores se asignaron a cada individuo y posteriormente se caleul el porcentaje de
cada uno de los valores obtenidos del arbolado por sitio y el porcentaje total (de los tres sitios).

5.00-4.16 muy bueno
4.15-83.33 bueno
3.32-2.50 moderado
2.49-1.67 pobre

1.66 - 0.84 muy pobre
0.83 - 0.00 casi muerto
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Determinacién del dafio por agentes bidticos v fisicos

El estudio de las caracteristicas del arbolado también incluyé el reconocimiento de
factores bidticos o fisicos que pudieran estar afectando su vigor; de acuerdo a ello se clasificaron
de la siguiente manera:

TIPO DE DANO CARACTERISTICAS GRAVEDAD DEL DANO
FACTORES BIOTICOS
- Descortezadores
. galerias de insectos adultos . severo
. abundantes grumos . moderado
brillantes y frescos
. POCOS Grumos y secos . ligero
. ausencia . sin dafio
- Muérdago
. en gran cantidad . severo
. regular . moderado
. poco . ligero
. ausente . sin dafio
- Tumores
. muchos . Severo
. algunos . moderado
. pocos . ligero
. ausentes . sin dafio
- Desfoliadores
. 100 a 75% de las hojas dafiadas . severo
. del 75 al 50% ". moderado
. del 50 al 26% . ligero
_ .del 25 al 0 % . sin dafio
DANOS FISICOS
. Dafiado por rayos . severo
. Lesién abierta transversal > a la . moderado
mitad de la circunferencia
. Lesi6n vertical > a 3 veces el dJametro . ligero
Ausenmas . sin dafio

Muestreo de aciculas

Una vez reconocida la sintomatologia foliar y comprobado su distribucién generalizada,
se realizaron los muestreos en junio y julio de 1992 y abril y mayo de 1993, aproximadamente
entre 11:00 a.m. y 3:00 p.m. Cada muestreo incluyd un 4rbol maduro por sitio y se realizé a una
altura aproximada de entre 4.00 y 5.00 m, dependiendo de la accesibilidad de las ramas, Para
informacién adicional se tomaron aciculas de plantulas en Cementerio, Lobos y Tlamacas (un
individuo de cada sitio).

- La edad de las aciculas incluy6 hasta los tres afios, que fue la retencién maxima -pero
muy escasa- (Fig. 9C). En el presente trabajo se hace alusién a la edad denominando a las
aciculas indistintamente como hojas de 1,2 y 8 afios o bien hojas del tltimo crecimiento anual
(UCA), 2do y 3er afio, respectivamente.
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Fijacion

En el primer muestreo, todas las aciculas se fijjaron en una solucién en frio de
glutaraldehido al 3 % en amortiguador de cacodilato de sodio al 0.1 M, pH 7.2. El tiempo de
fijacién fue de 6.00 h para el tratamiento de microscopia dptica y de 2.00 h para el de
microscopia electrdnica.

En el primer caso se obtuvieron 10 aciculas por categoria de edad, las que fueron
seccionadas en 3 porciones, separandose segin la porcién (dpice, region media y base). En el
segundo se obtuvieron otras 10 aciculas por categoria de edad, considerdandose las mismas
porciones, pero cada una dividida en fracciones de aproximadamente 1.00 mm.

En el segundo muestreo se emplearon dos fijadores en frio para estudios de microscopia
optica:

- Glutaraldehido al 3% disuelto en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M y sacarosa
0.06 M, pH 7.2. Las aciculas (7 por categoria de edad) se fijaron inicialmente sin cortar durante
12.00 h, posteriormente se cortaron en tres secciones y se fijaron durante 10.00 h més.

- Formaldehido-4cido acético (FAA). Las aciculas (5 por categoria de edad) se fijaron sin
cortar y se conservaron en el fijador hasta su inclusién.

En microscopia electronica las aciculas (7 por categoria de edad) se colocaron en el mismo
fijador de glutaraldehido; las regiones medias se fijaron primeramente durante 12 h,
posteriormente se fraccionaron en secciones de 1 mm y se fijaron nuevamente durante 10 h.
Una postfijacién en una solucién de tetraéxido de osmio (0sO) al 1% en el mismo

amortiguador se empleé durante 2 h previa a la inclusién, para permitir mayor contraste.

TRABAJO DE LABORATORIO.

Las muestras para las pruebas histoquimicas se incluyeron en "paraplast’ segun la
técnica descrita por Johansen (1940) con un méximo de § aciculas por bloque, las cuales se
seccionaron a un grosor aproximado de 84#m, colocandose hasta 6 cortes por portaobjetos. Las
aciculas para andlisis estructurales finos se incluyeron en resina epémca ("epon”) segin
Mollenhauer (1971), con 2 muestras por bloque; para estudios en microscopia 6ptica se cortaron
en secciones de 1Lmm, con 5 6 6 por portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina; para
~ microscopia electrénica el grosor fue de 50 nm, teiiidos con citrato de plomo y acetato de uranilo,
y colocados en rejillas (4 en cada una).

Las pruebas -empleadas en secciones transversales, longitudinales y sagitales de
"paraplast” comprendieron las técnicas; Dicrémica de safranina-verde rapido para determinar la
estructura celular, 4cido peryédico-schiff (PAS) para deteccién de carbohidratos totales, azul
negro de naftol para proteinas y rojo "0" de aceite para lipidos, segtin Jensen (1962). Para
evidenciar los compuestos fenélicos se empled el 0sOy, por su capacidad de reaccionar con

polifenoles como antocianinas y taninos, pero particularmente con o-difenoles y sus respectivas
o-diquinonas (Czaninski y Catesson, 1974). Los tejidos fueron rehidratados en una serie
descendente de etanoles hasta agua y montados en jalea. :

La prueba de carbohidratos resulté muy atil en la identificacién de granos de almidén en
los cloroplastos y de carbohidratos en células del floema; la de proteinas no oﬁ'eclo suficiente
resolucién para determinar alteraciones -coagulacién- en su estructura.

La fijacién en FFAA no fue exitosa ya que provoco plaméhsls de todos los tejidos y
obscurecimiento de la estructura celular, Las preparaciones asi tratadas sirvieron unicamente
para demostrar el estado general de los tejidos: presencia o ausencia de hiperplasia, hlpertroﬁa,
dafios por insectos, necrosis, asi como presencia o ausencia de almldén : : :
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El rompimiento de los tejidos se puede provocar por fallas en la técnica de deshidratacion
ylo inclusion; particularmente la endodermis es dificil de conservar intacta tanto en "paraplast"

como en "epon".

Comparativamente la inclusién en "epon" ofrece las mejores condiciones para el estudio
de la estructura celular, ya que en parafina la resolucién es mucho menor y los tejidos son maés
susceptibles de romperse, sin embargo ofrece mayor 4rea de analisis y permite la identificacion
de metabolitos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios de diagndstico parten de lo general a lo particular, ya que es a través de los
sintomas macroscopicos como se percibe primeramente el estado patoldgico, aunque realmente
sean el eslabén final de una serie de alteraciones que tienen su origen en lo intimo de las
células. Es por ello que la presentacién de los resultados se expone en sentido opuesto -de los
sintomas microscdpicos a la caracterizacién de sintomas visuales- a fin de ir sentando las bases
que contribuyan a la explicacion progresiva de los diferentes fenémenos.

La discusién de los resultados obtenidos en Abies religiosa en relacién a un tema en
particular, se presenta individualmente en cada capitulo y se destaca en el texto al quedar
separada de los resultados por un mayor espacio.

Para proceder a la exposicién de los resultados y a su discusién baste hacer la siguiente
consideracién: los exdmenes de microscopia de luz sefialan que es en el parénquima en
empalizada donde se localizan de manera mds conspicua los dafios, es por este motivo que los
andlisis, sobre todo a nivel ultraestructural, se enfocan fundamentalmente en este tejido, pero
sin dejar a un lado el resto de ellos.

EFECTOS A NIVEL ESTRUCTURAL
PLASMALEMA Y PROTOPLASMA

La evidencia de dafio en el plasmalema de paréquima en empalizada sélo es conspicua
en casos de separacién de la pared (Figs. 2C, 2D y 5E), fenémeno que va acompaiiado de una
mayor o menor degeneracion del protoplasma, el cual tiende a desplazarse al centro celular en
ausencia del contenido ergastrico de la vacuola. Este evento que involucra células aisladas o
pequeiios grupos es poco frecuente en Cementerio y Casamanero, y es més comin en Lobos
(Tabla 1); ademds se aprecia en las muestras incluidas en resina epéxica donde se manifiesta
mejor la estructura celular. _

Ademas del protoplasma en avanzado estado de degradacién asociado a dafios conspicuos
en el plasmalema (fig. 2D y BE), son evidentes otros tipos de alteraciones pero sin que exista
manifestacion de dafio en esta ltima y que consisten en la reduccion en cantidad del
protoplasma y el aumento de la densidad del citosol, 1o que dificulta en mayor o menor grado la
resolucidn de los organelos (Figs. 1E a 1G,2A,2B,3B a 3F, Tabla 1). Estos estados estructurales
contrastan con otro en el que el citoplasma es abundante con citosol claro, donde resaltan
numerosos ribosomas y organelos (Figs. 1A a 1D y 3A), y que se presenta casi exclusivamente
en los tejidos més jévenes (menores o iguales a 1 afio).

Atn cuando el aumento en densidad del protoplasma puede apreciarse en Tlamacas
(Figs. 1E y 3C), ahi se hace aparente a partir de los 2 afios, donde se le encuentra
principalmente en cantidad moderada, mientras que en cementerios se evidencia desde 1 afio y
ma4s reducido (Fig. 1F y Tabla 1).
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TABLA 1. ESTADO ESTRUCTURAL DE LOS COMPONENTES CELULARES DE
PARENQUIMA EN EMPALIZADA DE 1.OS 4 SITIOS ESTUDIADOS,

COMPONENTES SITIOS Y EDADES DE LAS ACICULAS (EN ANOS)

CELULARES TLAMACAS CEMENTERIO  CASAMANERO LOBOS
123 123 123 123

PLASMALEMA
- bien XXX XXX XXX X XX
- separado de pared X XX X X

PROTOPLASMA
estructura
- clara X
- densa
- dogradada
rcang'dad

- abundante X
- moderada
- poca
- escasa

]
S PR
b4 P4
b4

L]
[
4
P Pe
]
4
w4
]

X X

MICROCUERPOS
membrana externa:

- bien evidente X X
- contorno obscuro X

- difusa
- no evidente X X X
diferenciacién
. sf XX X
. no (0 ausente) X

R - ]

pd B4

E]
>4
s
>

XX XXX

MITOCONDRIAS

i[gm_lg

- alargada X
- redonda X

membranas externas

- ambas bien evidentes X

- evidentes en partes X
contorno denso X

- no evidentes XXX

crestas

- bien dilatadas XXX

- deprimidas X X

- gin crestas X XXX

sl
>
>
>4
>4
>
i
>4

>
LR ]
il ]
>
el e
»

L]

L o I
L]
b

Pdeggadaci(m X X X XX X X

Mdiferenciacién
- 8f XXX XX X X
- no X XX X

L
»a >
b

* Dentro de 1a misma mitocondria escasas crestas dilatadas,
no normal.




Aunque la separacion del plasmalema ha sido descrita en vegelacion sometida a
exposiciones crénicas de ozono (Ojanperi et al., 1992), ésta es mucho mas frecuente en caso de
exposicidn aguda, donde constituye uno de los primeros sintomas de la denominada fase de
degradacion (Thomson et al., 1966). Inicialmente los cloroplastos se conservan casi intactos y el
plasmalema y tonoplasto no exhiben dafios estructurales -ruptura-, pero el colapso del
protoplasma es ya evidente (Pell y Weissherger, op cit.). El proceso de degeneracion progresa
hasta ocasionar el rompimiento del plasmalema con dafio irreversible, pues sobreviene la
muerte celular con la degradacion de todas las membranas, salvo los tilacoides (Thomson et al.,
op cit.; Thomson, 1975; Pell y Weissberger, op cil.; Swanson y Thomson, 1973; Miyake et al., op
cit.; Sutinen et al., 1990).

Segn lo descrito, es posible que el dafio observado al microscopio electrénico en
muestras del Gltimo crecimiento anual de Lobos, constituya los primeros sintomas de 1a fase de
degradacion, y la destruccion de todos los organelos con la conservacion de los tilacoides vistas
en el tercer aito, la etapa final (Fig. 2D).

Al igual que en Evans y Miller (1972a) y Stewart et al. (1973), en el presente estudio son
muy pocos los casos de separacion del plasmalema de la pared -particularmente en los sitios
Cementerio y Casamanero- y en casi todos, esta membrana permanece aparentemente intacta,
lo que coincide con los reportes de Swanson y Thomson (op cit.). La membrana se describe como
"aparentemente” intacta ya que la poca resolucion que alcanzan las fotografias en este trabajo,
no permite apreciar cambio en su ultraestructura, sin embargo ello no implica la ausencia de
dafio a este nivel: las modificaciones en la permeabilidad a iones y agua en células dafiadas por
oxidantes fotoquimicos citados por Beckerson y Hofstra (op cit.) y Evans y Ting (1978), no
necesariamente estan relacionados a cambios estructurales del plasmalema, sino a alteraciones
bioquimicas del mismo (Tingey y Taylor, op cit.). Runeckles y Chevone (1992) comprueban que
después de exponer a ozono las membranas celular, nuclear y de cloroplastos, muestran
caracteristicas de transicion de fases, de liquida a gel, en la bicapa lipidica. Esto sugiere
cambios moleculares comparables a los que ocurren en el proceso de senectud normal, tanto en
plantas como en animales.

Ya que el ozono o sus productos de reaccion deben atravesar primeramente el
plasmalema para alcanzar el protoplasma, es factible que esta membrana sea el sitio primario
de ataque del ozono (Pell y Weissherger, op cit.); aunque los cambios manifiestos ocurran
previamente en los cloroplastos u otros organelos (Guderian, op cit.), situacién que resulta de
acuerdo con las observaciones realizadas en el presente estudio. La baja densidad y abundancia
del protoplasma en los tejidos méas jovenes de Abies religiosa, puede sugerir que es una
condicién peculiar de los mismos; sin embargo, en Picea abies, especie relacionada con aquélla,
éste es su estado normal ain en tejidos de hasta 7 afios (Sutinen, 1987), mientras que su
aumento en densidad y su estrechamiento han sido descritos en casos de dafio por ozono:

De acuerdo a Ojanperd et al. (op cit.), los primeros sintomas de dafio por ozono
involucran la reduccién precoz en el contenido del protoplasma; segiin Swanson y Thomson (op
cit.), el aumento en densidad ocurre en células moderadamente afectadas de Nicotiana tabacum
L.; mientras que para Karenlampi (1986) este hecho, junto con la acumulacién de taninos en la
periferia de la vacuola, constituye un dafio grave en Pinus ponderosa -situacion que puede
apreciarse en A. religiosa en las Figs. 3D y 8E-. De acuerdo a Sutinen et al. (op cit), la
desintegracion del protoplasma, aunado al deterioro en mitocondrias, corresponde ya ala etapa
de dafio mas avanzada, habiendo sido afectados los cloroplastos y microcuerpos en etapas
previas, condicién muy similar a la observada en A. religiosa en las Figs. 2C y 3D.

De acuerdo a Thomson (1975), Sutinen et al. (op cit.) y Miyake et al, (1989), estos eventos
son resultado de la contaminacién por ozono y cada uno de ellos tiene su origen en cambios en la
permeabilidad del plasmalema. Conforme a ello, se puede suponer que las alteraciones celulares
de A. religiosa que involucran protoplasma y plasmalema, a saber:
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- Compactacion y aumento precoz de la densidad del protoplasma.

- Degradacién del protoplasma con separacion del plasmalema de la pared.

- Colapso celular con desprendimiento del plasmalema de la pared y degradacion de
todos los organelos, pero con conservacién de tilacoides.

constituyen diferentes manifestaciones de dafo, pero derivadas de un mismo proceso -la
alteracién de sus membranas-. Dicho esto, se sugiere que la primera corresponde al tipo crénico
que se verifica en células afectadas por largo tiempo, lo que coincide con las investigaciones de
Miyake et al. (1989) y Ojanperi et al. (op cit.) con concentraciones relativamente bajas de ozono,
y que la degradacién del protoplasma con separacion del plasmalema y el colapso celular
corresponden al tipo de dafio agudo, lo que se ajusta con lo reportado por Pell y Weissberger (op
cit.) con elevadas concentraciones,

APARATO DE GOLGI Y RETICULO ENDOPLASMICO

Estos sistemas membranosos en general se observan con dificultad, ya sea por sus
dimensiones muy reducidas o por su obscurecimiento al incrementarse la densidad de la matriz
citoplasmadtica segin estimacién previa. Si a ello se afiade el desconocimiento de su frecuencia
natural, dificilmente constituyen una herramienta 1til de diagnéstico.

MITOCONDRIAS Y MICROCUERPOS

Las alteraciones observadas en mitocondrias comprenden cambios a nivel de forma y de
sistemas de membranas, tanto externas como internas, los que dificultan la diferenciacién con
los microcuerpos (Tabla 1).

Siendo natural que los tejidos muestren mitocondrias alargadas y redondas (Figs, 1A y
1D) segun su disposicién para el corte, resulta anormal que en ciertos casos aparezcan
exclusivamente o en su mayoria redondas (Figs. 2G y 2H); si a esto se afiade la "desaparicién”
de las crestas mitocondriales (Figs. 2G y 2H) y 1a falta de definicién de sus membranas externas
(P1gs 2F y 2H), se pierde toda estructura que las identifique.

Ambas membranas externas de las mitocondrias sélo se aprecian perfectamente
en las muestras del wltimo crecimiento anual (UCA) de Tlamacas (1A) y en tramos en el
segundo y tercer afios del mismo sitio y en el UCA de Casamanero; en el resto de los tejidos se
pierde su definicién para volverse contornos densos (Fig. 1D) o bien dejan de ser ev1denbes (Flgs.
2F y 2H).

Por cuanto a las crestas mitocondriales existe otro tipo de alteracién que consiste en su
estrechamiento por la aproximacién de las membranas que las constituyen, a lo que se ha
denominado "depresidn de crestas”, fenémeno que sélo se presenta en algunas muestras de los
cementerios (g, 2I).

El caso extremo de dafio consiste en la degradacién de la mitocondria, fenémeno que se
aprecia en los cuatro sitios -atn en Tlamacas- pero preponderantemente en Lobos (Fig. 2I).

La configuracién redonda de las mitocondrias ha sido descrita por Swanson y Thomson
(op cit.) y Thomson et al. (op cit.) como dominante en tejidos moderada o severamente afectados
por ozono, a diferencia de la alargada de tejidos sanos.

Por o que toca a las membranas externas, pueden permanecer intactas afin en caso de
deformacién de la mitocondria (como se aprecia en la Fig. 2G), lo que no descarta la posibilidad
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e cambios tempranos en su permeabilidad como origen de su turgencia (Swanson y Thomson,
op cit.), mismos que han sido aseverados por Malhotra y Khan (1984). Por su parte Pell y
Weissberger (op cit.) mencionan que ambas membranas se tiien fuertemente con plomo
después de su exposicion a ozono, fenémeno que coincide con algunas de las muestras del
presente estudio, inclusive en las de Tlamacas, por lo que quizas alli sea el primer indicio de
daito que culmina en su nula resolucion en los ejemplares de cementerios.

La depresién de las crestas mitocondriales ha sido reportada por Miyake et al. (op cit.) en
Spinacia gleracea L., quienes consideran que es el resultado de una penetracién muy acelerada
del ozono més alla del plasmalema.

Finalmente segin los trabajos realizados por Sutinen et al. (op cit.), la degradacion de
microcuerpos y mitocondrias constituyen la segunda y tercera etapas respectivamente de dafio
por ozono en Picea abies . Este orden de eventos apoya la hipdtesis de que los organelos
descritos son mitocondrias, particularmente en los tejidos de mayor edad, en tanto que los
microcuerpos ya han desaparecido.

Segin los estudios de Ojanpera et al. (op cit.), no existe evidencia de dafio en
mitocondrias de Triticum aestivum fumigada con diferentes concentraciones de ozono.
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CLOROPLASTOS
MICROSCOPIA ELECTRONICA

En el presente estudio las micrografias ponen de manifiesto la existencia de cloroplastos
que difieren estructuralmente. En un intento por caracterizarlos y explicar sus diferencias, se
empled la abundancia y localizacién del citoplasma como herramientas tomando como principio
que el cloroplasto no esté aislado sino que est4 asociado con los demas elementos celulares. De
acuerdo a ello y segin rasgos generales se distinguen:

CLOROPLASTQS A. Estos estin presentes en células donde el protoplasma es
abundante, sea éste claro -saludable- o denso -afectado-. Son amorfos o abultados, sin una
estructura interna real, ya que si acaso tienen tilacoides bien formados, éstos se apilan
escasamente en 2 ¢ 3 sin formar verdaderos grana y estdn desordenados, pero principalmente
se manifiestan como manchas difusas con estroma claromormal. Poseen algunos o varios
plastoglobuli densos. A menudo se les encuentra en division (Fig.14).

CLOROPLASTQS B. Se localizan principalmente en células con protoplasma un tanto
reducido pero atn considerable y claro. Son elipticos abultados, con tilacoides alargados que
corren de uno a otro lado del cloroplasto sin formar grana. Poseen pocos o algunos plastoglobuli
densos. Algunos cloroplastos pueden encontrarse aparentemente en division (Fig. 1B).

CLOROPLASTOS C. En células con protoplasma moderadamente abundante se
presentan estos cloroplastos que son elipticos ensanchados o alargados, o amorfos; con tilacoides
constituyendo grana muy rudimentarios, delgados y no muy bien apilados, pueden estar
desordenados. Muestran pocos o algunos plastoglobuli densos (Fig, 1C).

CLOROPLASTOS D. Este tipo de cloroplasto observa las caracteristicas comunes
descritas normalmente en los cloroplastes, De forma eliptica ligeramente alargada o bien un
poco ensanchado por la presencia de un grano de almidén de gran tamaiio; con un sistema de
membranas bien desarrollado, tilacoides obscuros muy bien definidos colocados en grana
correctamente apilados angostos o anchos principalmente que contrastan con un estroma de
electrodensidad més claro; con pocos 0 algunos plastoglobuli electrodensos (Fig. 1D).

CLOROPLASTOS F. Preferentemente se localizan en células con protoplasma reducido y
obscuro. De forma eliptica ensanchada por el centro, ocasionalmente abultados por la presencia
de almidén; en general poseen tilacoides muy bien definidos pero de color claro que contrastan
con un estroma muy denso -tincion negativa- (Fig. 2J) y que se apilan en grana que difieren en
grosor segin el sitio y la edad (Tabla 1); tienen algunos plastoglobuli claros (Figs. 1E y 1F).

CLOROPLASTOS G. Este tipo de cloroplasto se presenta preferentemente en células con
escaso protoplasma. Son abultados, casi esféricos y ostentan manchas claras muy evidentes de
lo que parecen ser grana que se estn disolviendo -anchos o angostos-. El estroma en el que
destacan puede ser moderadamente o muy electrodenso, por lo que el contraste varia; poseen
numerosos plastoglobuli claros (Fig. 1G). _

CLOROPLASTOS H. Presentes en células con protoplasma escaso. Aunque los hay de
forma eliptica alargada, son esencialmente abultados esféricos y muestran aparentemente la
ltima etapa de disolucién de tilacoides pues han perdido toda estructura membranosa interna
por o que se ven lisos, sin manchas; pero sus plastoglobuli que son claros y numerosos pueden
llegar a llenar el cloraplasto (Fig. 2A).

CLOROPLASTOQS H'. En estos cloroplastos no se evidencia ya ni el sistema membranoso
interno, ni los plastoglobuli y presentan un contorno muy irregular y difuso (Fig. 2B).

Ademés de los sintomas ya expuestos de desvanecimiento de tilacoides, los cloroplastos
manifiestan signos de otro tipo de degradacién que son los siguientes:
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CLOROPLASTQOS I. La degradacién consiste en una marcada separaciéon o dilatacion de
los tilacoides, de manera que quedan espacios claros entre ellos, perdiéndose cierta integridad
del granum (Fig. 2C).

CLORQPLASTOS J. El daiio se ha agudizado tanto que el cloroplasto se destruye por
completo y aunque las membranas externas y tilacoides permanecen, éstas quedan disgregadas.
Los plastoglobuli sin embargo contintian bien adheridos entre si (I'ig. 2D),

La distribuciéon diferencial de estos tipos de cloroplastos en las aciculas de distintas
edades de Abies religiosa y en los cuatro sitios estudiados se presenta a continuacion.

TABLA 2. TIPOS DE CLOROPLASTOS EN CELULAS DE PARENQUIMA EN EMPALIZADA |

ANOS SITIOS
TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO LOBOS
1 AC ACFH CF,GH B,I"GH,IJ
2 AD* BF,G GH F,GH
3 ABF FGH H F,GH,IJ
* = con grana anchos ' = con grana angostos

Para poder discutir y comprender este ordenamiento, es preciso tratar de dilucidar el
origen de la variedad de cloroplastos.

La caracterizacién de los organelos fotosintéticos en el presente estudio resulta un tanto
compleja ya que, segin se observa, no tienen naturalmente una estructura estatica, sino que
manifiestan ciertos cambios asociados aparentemente con su desarrollo a lo que hay que sumar
las alteraciones causadas por agentes patdgenos.

La comprension de la naturaleza estructural de los cloroplastos puede facilitarse
empleando como referencia las caracteristicas de cloroplastos normales en desarrollo. La
informacién disponible pertenece a Pinus strobus, Abies balsamea y Picea abies relacionadas
con la especie en cuestion. En los dos primeros casos se trata de primordios de hoja, en el tltimo
de hojas de 1 a 7 afios de edad.

No obstante que en el caso de P. strobus no se describen las caracteristicas de los
cloroplastos, las micrografias demuestran organelos elipticos y preferentemente abultados; y
aunque con un sistema membranoso interno, no muestran un desarrollo tipico de grana, pues
sus tilacoides se extienden de uno a otro lado del cloroplasto, o bien, apenas inician su
apilamiento, particularmente en los cloroplastos elipticos (Harris, 1971). A. balsamea evidencia
el mismo patrén de organizacién de membranas y forma, ademéas de poseer varios plastoglobuli
densos (Chabot y Chabot, 1974). '

En el caso de P. abies hasta la edad de 8 afios su forma eliptica ligeramente abultada
permanece inalterada; poseen un sistema tilacoidal bien desarrollado, estroma homogéneo y
claro, pocos plastoglobuli obscuros y membranas externas intactas. Al madurar las hojas (4
afios en adelante) los cloroplastos se aplanan, se reduce su estroma, aumenta el namero de
tilacoides y se conservan intactas las membranas externas. Los plastoglobuli, en cantidad muy
semejante al de células mas jévenes, se decoloran y casi se desvanecen. La degeneracion de
estos organelos ocurre sélo en las hojas de mayor edad. Los cloroplastos elipticos y planos no
coexisten en una misma célula (Sutinen, op cit.).

Las observaciones sugieren que existe una secuencia de cloroplastos (A,B,C Y D)
constituida por etapas dentro del desarrollo usual de los mismos, el cual se fundamenta en la
formacién de tilacoides y su organizacién en grana y, hasta cierto punto, en la morfologia del
mismo cloroplasto, Aunque el tipo "A" no se ha citado como tal en la literatura, se sugiere que
corresponde a la etapa de proplasto, y los cloroplastos "B" y "C" bien pueden equipararse con los
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cloroplastos en desarrollo de Abies balsamea (Chabot y Chabot, op cit.) y Pinus strobus (Harris,
op cit.).

En la determinacién del dafio por ozono hay que ser muy cautelosos en las observaciones,
a fin de evitar confundir un proceso o estado normal con el patoldgico. Segtin Thomson et al. (op
cil.) los tilacoides se expanden lateralmente y el sistema de grana se modifica para dar origen a
un sistema lamelar ordenado cuando las plantas han sido expuestas a ozono. Este tipo
estructural se asemeja al que presentan los cloroplastos en su proceso de desarrollo -cloroplasto
"B"- (Fig. 1B) y constituye el orden natural de los tilacoides en los cloroplastos de células
albuminosas y células de matriz de endodermis (I'ig, 2E) (Carde, 1978).

El aumento en la electrodensidad del estroma con un subsecuente obscurecimiento de la
estructura del cloroplasto en células muy dafiadas, es una caracteristica constantemente
asociada a la contaminacion por ozono (Thomson et al., op cit.; Thomson, op cit.; Swanson, op
cit.; Heath, 1975; Pell y Weissherger, op cit.; Sutinen et al., gp cit.; Anttonen et al., 1995); sin
embargo en esos casos la electrodensidad no alcanza la magnitud de la observada en los
cloroplastos "F" de Abies religiosa y la tincién de sus tilacoides es normal a diferencia del patrén
de "tincion negativa" de "F" que es totalmente opuesto al ordinario. La "tincion negativa"
presenta tilacoides claros sobre estroma obscuro, cuando lo comin es que sean a la inversa
(segin se observa en los cloroplastos “D” de la Fig. 1D). En sus experimentos sobre efectos de
ozono y neblina acida sobre Picea abies, Rosenkranz et al. (1990) descubren este patrén
anormal de tincidn, pero sin poderlo relacionar con estos tratamientos ni lograr establecer sus
causas.

Independientemente de los tilacoides claros de "I que pudieran ser el resultado de la
accién del ozono sobre su contenido lipidico como se analizard mas adelante, puede observarse
un verdadero incremento en la densidad del estroma y el obscurecimiento de su estructura
puede surgir mucho antes que sea evidente un dafio en la célula. Se considera que el aumento
en la densidad puede ser debido a la alteracién de ciertas actividades enzimaticas, o bien por la
coagulacion de la D-ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) (Thomson et al., op
cit.; Pell y Pearson, 1983; Anttonen et al., op cit.) o el resultado de alteraciones i6nicas dentro
del cloroplasto y de la deshidratacién del mismo inducidas por cambios en la permeabilidad en
la célula (Coulson & Heath, 1974 en Heath, 1975; Swanson et al., op cit). El aumento de
densidad puede llegar a obscurecer la estructura del cloroplasto haciendo dificil su resolucién
pero en células muy dafiadas (Karenlampi, op cit.; Thomson et al., op cit.; Swanson y Thomson,
op cit.; Pell y Weissberger, op cit.).

Si bien el proceso propuesto de formacién de grana supone el apilamiento gradual de
tilacoides (mas de 3 segiin Rosenkranz et al., op cit.), la presencia de grana angostos en ciertos
casos (Tabla 1), sugiere un fenémeno de simplificacién o reduccion de los mismos; ya sea por
suspension en la formacién de tilacoides, en cuyo caso el grosor de los grana no progresa, y/o por
su degradacion, en el que hay un angostamiento y/o desvanecimiento de los grana. .

. La reduccién en el ntimero de tilacoides ha sido observada por Karenlampi (op cit.) en
Pinus ponderosa de California, EUA, donde se ha comprobado su afectacién debido a
exposiciones prolongadas a ozono; por Parameswaran et al, (1985) en Abies alba y Picea abies
de la Selva Negra (Karenlampi, op cit.) y por Sutinen et al, (op cit.) en Picea abies y Noble et al.
(1980) en Populus al exponerlos a concentraciones conocidas de ozono.

De acuerdo a Rosenkranz et al. (op cit.) en Picea abies el ozono altera el ensamblaje de
los tilacoides y con ello la formacién de grana, lo que conlleva finalmente a una reduccién en el
namero de grana por cloroplasto. Las diferencias en este aspecto son de carécter diagnéstico si
se emplea paralelamente un testigo para compensar la etapa de desarrollo de la hoja; las
diferencias en el nmimero de tilacoides por granum observadas en cloroplastos "I de los 4 sitios
ofrecen este pardmetro de diagndstico segiin se analizara méas tarde.
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Por su parte Sutinen et al. (op cit.) reportan que en los cloroplastos afectados por ozono
los tilacoides usualmente ofrecen menor resolucion, es decir son mas dificiles de distinguir que
los testigo, y ya que Toyama 1976 (en Guderian, op cit) especifica que hay desintegracién de
tilacoides, aquella quiza sea la primera etapa de esta desintegracién. Si esto es cierto, los
cloroplastos "G" y "H" pueden ser la evidencia de un estado morboso caracterizado por una
degradacion del sistema de membranas interno ocasionado por ozono.

El estudio de las micrografias indica que esta degradacién del sistema de membranas
estd intimamente asociada con los plastoglobuli. Se puede mencionar que en general:

- L.a cantidad de plastoglobuli en un cloroplasto es inversamente proporcional a la

cantidad de tilacoides y/o grana que éste contenga.

- La electrodensidad de los plastoglobuli tiende a ser menor en los cloroplastos "F" y los

considerados como etapas de un estado patolégico (G y H).

En relacién al dltimo aspecto se tratard mas adelante en el capitulo de lipidos, baste
decir que Karenlampi (op cit.), Miyake et al, (1989), Sutinen et al. (op cit.) y Rosenkranz et al,
(op cit.) han descrito cloroplastos con abundantes plastoglobuli claros que aparecen en hojas que
han estado sometidas por periodos prolongados a ozono.

Los primeros registros -con que se cuenta- que hacen alusion a los plastoglobuli, se
refieren a éstos como "cuerpos electrodensos”, "grandes glébulos”, o "glébulos osmiofilicos", pero
como quiera que sean nombrados, su aumento en tamafio y cantidad dentro del cloroplasto
estan asociados a la contaminacién por ozono, particularmente tratdndose de concentraciones
relativamente bajas (Noble et al., op cit.; Toyama, 1985 y Nouchi et al., 1977 en Miyake et al.,
1984; Miyake et al., 1989; Ojanpera et al., op cit.; Wellburn y Wellburn, 1994.).

El incremento en la cantidad de plastoglubuli coincide con la reduccion en el nitmero de
tilacoides en cloroplastos sometidos natural o experimentalmente a ozono en los estudios de
Karenlampi (op cit,), Parameswaran et al., 1985 (en Karenlampi, op cit.), Rosenkranz et al, (op
cit) y Noble et al (op cit). También se asocian con su desintegracion (Toyama, 1976 en Guderian,
op cit,) o bien con su desaparicién (Sutinen et al., op cit.).

Se ha oservado en Picea abies que la cantidad de plastoglobuli varia a través del aio,
incrementéndose particularmente durante el invierno (Harris, op cit; Senser et al.,, 1975;
Sutinen, op cit.), fenémeno que va acompaiiado por una reduccién del sistema de membranas
del cloroplasto (Senser et al., op cit.; Miyake et al,, 1989), el cual es capaz de recuperarse al
aumento de temperatura en la primavera; mientras que en los casos de estrés los cloroplastos
nunca recuperan su estructura normal o se destruyen. Senser et al.'y Sutinen (op cit.) opinan
que cuando los plastoglobuli estdn presentes, confieren una funcién protectora -
"endurecimiento- contra el dafio por congelacién, aunque no explican de qué manera. -

Se ha asociado también el aumento en nimero de plastogloguli con el envejecimiento
natural (Chabot y Chabot, op cit.; Miyake et al, op cit.; Rosenkranz et al., op cit.) lo cual se
acompaiia de desintegracion de tilacoides mas severa en época de invierno (Senser et al., op cit.).

Los plastoglobuli son elementos del cloroplasto que constituyen reservas de lipidos y que
ademés contienen grandes cantidades de quinonas lipofilicas como la plastoquinona, la alfa-
tocoferolquinona, la alfa-tocoquinona y la vitamina K, que como las ubiquinonas, pueden jugar
un papel muy importante en el transporte de electrones de la fotosintesis (Muhlethaler, 1971;
Robinson, 1993). Se ha demostrado que los proplastidios -proplastos- libres de tilacoides en
plantulas etioladas contienen numerosos plastoglobuli, los que luego se vuelven algo aislados o
esporadicos en los cloroplastos de plantas iluminadas. Esto constituye una evidencia de que
estas estructuras representan reservas para los lipidos lamelares (tilacoides) que se acumulan
en la obscuridad antes de la formacion de estas membranas (Muhlethaler, op cit.).

Esta informacién quizés explica parcialmente los eventos que se estan suscitando en el
cloroplasto. La formacién de numerosos plastoglobuli indica que se ha producido un excedente
de lipidos (Muhlethaler, op cit.) y éste posiblemente sea la consecuencia de dos procesos:
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1. Que no estén siendo requeridos para la constitucion de membranas -el proceso de
sintesis de plastoglobuli es continuo y no se detiene ain después de la creaciéu del sistema
tilacoidal- (Mubhlethaler, op cit.).

2. Que sean el resultado de la degrddacmn de este sistema membranoso, Segin Rich
(1970) y Butler et al. (1971) (en Karenlampi, op cit.) las gotas lipidicas pueden representar
productos de la descomposocion o desintegracién de membranas o bien precursores que
continfian acumuléndose.

Ambos procesos probablemente explican el incremento de plastoglobuli y la disminucién
de tilacoides durante el envejecimiento, ya que en éste disminuyen las reacciones anabdlicas -
en este caso la formacién de tilacoides- y aumentan las catabélicas -desintegracion de los
mismos-. Ya que estas caracteristicas estan presentes en hojas "jévenes" -por cuanto al tiempo
que tienen de vida- de A. religiosa, es posible que en ellas se esté constatando una induccién de
senescencia prematura; de la misma manera que ocurre en Picea abies, donde el aumento en la
formacién de plastoglobuli claros ocasionado por ozono y neblina acida se considera como
primera evidencia de senescencia inducida por estos contaminantes (Rosenkranz et al., op cit.).

De igual forma, es posible que estas alteraciones observadas durante el invierno sean los
electos de un letargo en el que se reducen las funciones del cloroplasto y con ello la formacién de
tilacoides y la acumulacién de lipidos, o quizas los efectos de un dafio por congelamiento. Sin
cmbargo, en el caso de Abies religiosa no se considera que esta sea la causa, ya que:

. los casos descritos pertenecen a paises de latitudes altas (Alemania y Finlandia) donde
liay condiciones extremas de temperatura;

. aunque en el sitio estudiado pueda haber heladas, las muestras no se obtuvieron en
tliempo de bajas temperaturas;

. se ha observado que los cloroplastos del género Abies se mantienen intactos -no hay
desintegracién de tilacoides- durante el invierno (Chabot y Chabot, op cit.);

. los cloroplastos del testigo no manifiestan estos cambios tan abruptos desde los tejidos
mas Jévenes

De acuerdo a lo expuesto, es muy posible que el ozono, reconocido por sus efectos dafiinos
en las membranas sea el responsable de estos sintomas.

El por qué de la falta de formacién ylo degradacién de los tilacoides y de la baja
electrodensidad de los plastoglobuli tratari de explicarse en el capitulo concerniente a lipidos.
Sin embargo se considera oportuno comentar que se ha encontrado que en Chlamydomonas
-organismo unicelular muy empleado para estudios genéticos sobre la estructura, funcién y
patrones de herencia de los cloroplastos- los mutantes con deficiencia en citocromo 559 (asociado
a la plastoquinona) produce la formacién de tilacoides largos no apilados; o bien los mutantes
que carecen de uno de los dos componentes adyacentes del transporte de electrones, citocromo
553 y plastocianina, presentan pares largos de tilacoides (Avers, 1983). Se entiende entonces
que los plastoglobuli no sélo son fuente de suministro de lipidos estructurales sino de elementos
transportadores de electrones -plastoquinonas- sin los cuales quizas tampoco el apilamiento de
los tilacoides sea posible.

' Las caracteristicas de los cloroplastos "I" han sido descritas numerosas veces en la
literatura asociadas a la contaminacién por ozono, particularmente cuando sus concentraciones
son elevadas (Thomson et al., op cit.; Noble et al., op cit., Miyake et al, 1984, 1989; Anttonen et
al., op cit.). Estos cloroplastos ocurren realmente en pocas células, lo que coincide con Thomson
et al. (op cit.)y Miyake et al. (1989), y de acuerdo a las experiencias de Miyake et al. (1984) la
dilatacién de los tilacoides es el primer indicio del dafio por ozono el cual surge inicialmente en
el parénquima esponjoso. En el presente trabajo no puede determinarse la secuencia de dafios
por encontrarse alterados simultdneamente varios aspectos celulares, pero este dafio no se
evidencia en el parénquima esponjoso (I'ig. 44).
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Se cree que la apariencia laxa de los tilacoides se debe a que el ozono rompe la unién
entre las membranas tilacoidales anexas de manera que los espacios tilacoidales del granum se
ensanchan, variando de amplitud (Thomson et al., op cit.).

Se considera que la dilataciéon de las membranas tilacoidales es una respuesta general a
cualquier clase de tension y que aparece en ciertas etapas del ciclo normal de vida de los plastos
(Rosenkranz et al., op cit.). Tampoco es un sintoma especifico de algin contaminante ya que se
presenta con SQg, HF, NOyg, lluvia 4cida, en senectud normal y en condiciones de invierno.

Posiblemente esta modificaciéon pueda explicarse por la alteracién de las condiciones osméticas
en el estroma y cambios en la permeabilidad de los tilacoides (Schiffgens-Gruber y Liitz, op cit.).

Segtn lo expuesto previamente, ni la senectud normal ni el invierno pueden considerarse
como los factores que desencadenen estos sintomas. Por lo que respecta a los contaminantes, al
menos ni el SOg ni el HF son de importancia en el lugar por lo que pueden descartarse.

Thomson et al. (op cit), Swanson et al. (op cit) y Pell y Weissberger (op cit) han
encontrado en vegetacion expuesta experimentalmente a concentraciones agudas de ozono,
cloroplastos muy dafiados en donde se evidencia un sistema membranoso desorganizado pero
con tilacoides integros -cloroplastos tipo "J"-, Al igual que en esos estudios, en el presente
trabajo los tilacoides constituyen los tnicos elementos distinguibles en células completamente
degradadas. Es importante sefialar que sélo una muy pequefiz proporcion de las células, y por lo
tanto de estos cloroplastos, se encuentra en este estado de degradacién.

Finalmente, Miyake et al. (1989) y Anttonen et al. (op cit.) destacan que después de la
dilatacion de los tilacoides sobreviene la ruptura de los cloroplastos -pero sin acumular
plastoglobuli-, en casos de elevadas concentraciones de ozono; lo que sugiere que los cloroplastos
"]" y "J" constituyen etapas de un mismo proceso.

MORFOLOGIA

Como se ha seiialado al describir los tipos de cloroplastos, su alteracién no sélo involucra
al sistema membranoso interno, sino también su forma. A este respecto, se presume que la
morfologia abultada o deforme de los cloroplastos mas jovenes, es debida a los cambios que
involucra el proceso de divisién, ya que varios muestran evidencias claras de estrangulacion.
Sin embargo, la tendencia inicial de deformacién anormal observada en algunos cloroplastos ya
maduros del tipo "F", culmina con la presencia de cloroplastos esféricos.

Miyake et al. (1984) manifiestan que en etapas avanzadas de daifio por ozono los
cloroplastos se deforman, perdiendo su condicion eliptica para transformarse en organelos
abultados; y Toyama (1975) y Nouchi et al. (1977) (en Miyake et al., op cit.) Karentampi (op cit.)
y Ojanperi et al., (op cit.) afirman que los cloroplastos degeneran para formar cuerpos esféricos
con numerosos plastoglobuli. De acuerdo a Karenlampi (op cit.) estos sintomas aparecen en
hojas que han estado sometidas a ozono durante largo tiempo (exposiciones crénicas).

En algunas ocasiones los cambios estacionales se reflgjan en la morfologia de los
cloroplastos, de manera que pueden apreciarse algo abultados durante el invierno. Se considera
que estas deformaciones pueden ser el resultado de cambios del potencial osmético entre el
estroma y el citoplasma y estar asociados al proceso de "endurecimiento" (Soikkeli 1978).

Dado que en el caso de Abies religiosa la "condicién de invierno no procede como
explicacién a la deformacion de sus cloroplastos, se sugiere como alternativa logica un cambio
en el potencial osmoético pero generado por ozono, por su tan mencionado efecto sobre la
permeabilidad de las membranas celulares.

Finalmente, los sintomas en los cloroplastos del presente estudio no coinciden con
ninguno de los sintomas caracteristicos de cloroplastos con deficiencias nutricionales especificas
(N, Ca, Mg, P, K 'y S) de los estudios de Hall et al. (1972) en condiciones experimentales,
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MEMBRANAS EXTERNAS

La evidencia conspicua de deterioro de las membranas externas de cloroplastos (Fig. 2D)
se presenta solo en aquellos que estan totalmente degradados, los que a su vez sélo se aprecian
on los casos de dafio severo de las células, evento que se observa esporadicamente. La mayoria
de las células muestra alteraciones someras o moderadas, y en ellas el estado fisico de las
membranas externas de los cloroplastos es muy dificil de evaluar, ya que no manifiestan
cambios muy claros y las micrografias no siempre ofrecen suficiente resolucién para apreciar
con certeza las condiciones de las mismas,

Los efectos de la contaminacién por ozono también han sido registrados a nivel de las

membranas externas de los cloroplastos. Las alteraciones en estas estructuras se han analizado
a su vez en funcién de la magnitud del dafio celular; asi, Swanson y Thomson (op cit.) al
emplear concentraciones de 0.30 ¥ 0,03 ppm durante 2 h encuentran que en células
moderadamente afectadas (sin plasmolisis) la envoltura del cloroplasto se mantiene intacta
aunque con apariencia irregular por invaginaciones del citoplasma; Thomson et al., (op cit.)
utilizando concentraciones de 0.6 - 1.0 ppm durante 30 min. detectan, ya en células
moderadamente dafiadas, un rompimiento de estas membranas el cual culmina en una
degeneracién total en células severamente dafiadas y Miyake et al., (op cit.) describen también
su rompimiento pero en casos de dafio severo de la célula, Estas descripciones coinciden en
general con los resultados obtenidos ya mencionados.
El hecho de que no se aprecien cambios radicales en las membranas no significa que no exista
una alteracién real de las mismas, pues pueden sufrir modificaciones m4s finas como cambios
en su permeabilidad (Thomson, op cit). El aumento en densidad del estroma descrito
previamente y la disminucién del volumen del cloroplasto que se estudiard mas adelante,
pueden ser la evidencia de una deshidratacién del mismo inducida por cambios en su
permeabilidad (Swanson y Thomson, op cit.).

Por cuanto a la ruptura de la membrana externa del cloroplasto, se ha considerado que
es uno de los primeros sintomas de exposicion aguda al ozono (Guderian, op cit.), lo cual pudiera
ser el caso de algunas muestras de los cementerios; mientras que el cambio de densidad del
estroma y/o una posible disminucion de tamafio del cloroplasto, sin dafio aparente de las
membranas externas, sean evidencia de un dafio gradual en otras.

Es importante sefialar que los efectos del ozono en la integridad de las membranas
externas y tilacoides pueden afectar los procesos metabdlicos dentro del cloroplasto al
perturbarse el estatus quimiosmoético y el balance de protones y otros flujos iénicos (Runeckes &
Chevone, op cit.).

Como consideracién final es importante sefialar que los cloroplastos del resto de los
tejidos, particularmente en algunas células del parénquima esponjoso, también pueden
presentar cambios ultraestructurales como tilacoides difusos o ausencia de estructura interna,
pero sin llegar a ser tan frecuentes como en el parénquima en empalizada. La cantidad de
plastoglobuli no se ve afectada, es decir, no se registran cambios importantes, pero su
electrodensidad puede reducirse, atn en Tlamacas en el tejido de transfusién y endodermis.

Segin Sutinen et al. (op cit.), cuando el daiio alcanza las células acompanantes y la
endodermis, los cloroplastos presentan los mismos sintomas que en las células del meséfilo, esto
es, sistema tilacoidal reducido, estroma electrodenso y grandes cantidades de plastoglobuli. De
acuerdo a ello, es posible que el dafio en las muestras se encuentre ya extendido.

Una vez analizado el origen de la estructura de los cloroplastos, es posible interpretar a
que tipo pertenecen y cuales son los fendmenos que determinan su distribucién en los cuatro
sitios estudiados a través de los afios; asi que, considerando los datos de la tabla 2 se tiene que:
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- En Tlamacas a lo largo de los tres aifios se perciben cloroplastos normales, incluyendo
los tipos juveniles. Son abundantes los cloroplastos con un patrén de electrodensidad negativo a
partir del segundo afio, pero sus grana son considerablemente mas anchos en éste que los de sus
homélogos de cualquier sitio y edad. Esto indica que a pesar de los cambios en electrodensidad -
que ademas no son tan marcados- su sistema de membranas permanece integro. Iin el tercer
aflo sus grana se simplifican angostindose de la misma manera que en los otros lugares, lo cual
puede ser una evidencia inicial de dafio.

- En Cementerio los cloroplastos normales y jovenes se conservan sélo hasta el segundo
afto. Desde los tejidos mas jévenes puede constatarse aunque escasamente, la degradacion o
dilucién inicial o avanzada de los tilacoides, misma que se agudiza y hace extensiva en el tercer
aflo. Por cuanto a los cloroplastos “F", éstos surgen desde los tejidos de un afio de edad con
grana angostos, condicién que permanece hasta el tercer afio.

Conforme al anélisis previo del tipo de cloraplastos, el patrén que aqui se manifiesta
parece indicar que existe un proceso patoldgico de dafio crdnico, en el que ademas los sintomas
progresan relativamente lento.

- En Casamanero los cloroplastos normales y del tipo "F" se conservan exclusivamente en
tejidos de un afio de edad. En aquellos que sufren degradacién del sistema de membranas
internas, inicial y avanzada, presentes desde el UCA se extienden en el segundo y abundan en
el tercero.

En este sitio, al igual que en el anterior, se considera que existe un proceso de dafio
crdnico, pero aqui se desarrolla més rdpidamente.

- En Lobos el estado fisico de los cloroplastos es muy particular, pues no sblo coinciden a
lo largo de los tres afios cloroplastos con sintomas de desvanecimiento de los tilacoides, sino
otros con marcadas manifestaciones de un tipo de degradacién diferente, cloroplastos "Iy J"; por
cuanto a los cloroplastos normales, sblo est4n presentes en los tejidos més jovenes. En lo que
respecta a la disgregacion de tilacoides, ésta se nota ya en etapa avanzada en algunas células
del tejido mas joven, situacién que se generaliza con la edad, pero que, como se menciond, de
ninguna manera incluye a todos los cloroplastos. El otro tipo de degradacitn, en la que se
aprecia separaciéon de tilacoides y destruccién total del cloroplasto se hace manifiesta
igualmente desde el tejido més joven sin embargo son pocas las células que pueden
identificarse en tal estado, la mayoria ya deben estar muertas, sin restos que es lo que se
observa en los estudios lnstolog:cos.

La evidencia sugiere dafios de tipo crénico y agudo simulténeos, los cuales posiblemente
se expliquen parcialmente por diferencias de sensibilidad a nivel celular. En el caso de dafio
crénico -sintoma de dilucién de tilacoides- aunque se genere prematuramente, progresa muy
lentamente y no es extensivo. Tratdndose de dafio agudo -separacion de tilacoides y
rompimiento del cloroplastos- también surge tempranamente, y aunque son muy escasas las
celulas que los presentan, éste debe ser el tipo de efecto caracteristico en este sitio, segiin se
pota en la cantidad de células necrosadas que deben ser la consecuencia final de esta alteracion.
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MICROSCOPIA OPTICA

Ademas de los cambios ultraestructurales de los cloroplastos que se observan a nivel de
microscopia electrénica, pueden percibirse en microscopia dptica otra clase de alteraciones pero
que involucran su grado de perceptibilidad (resolucidn). Al estudiar la estructura celular de
tejidos sometidos a la técnica de safranina verde rapido, resulta sobresaliente el hecho de que
en algunas muestras los cloroplastos sean perfectamente evidentes (Figs. 7F y 7G) y en otras
sean dificiles de apreciar (Figs. 7H, 84, 8C y 8D).

Los resultados obtenidos con la combinacién de las diferentes técnicas han permitido
suponer que la mayor o menor resolucién de los cloroplastos est4 en funcién de 3 factores: color,
tamafio y abundancia,

Con la técnica de tincién con safranina-verde rapido los cloroplastos pueden tefirse
fuertemente de rojo o de verde (Fligs. 7I' y 7G) independientemente del tejido; sin embargo en
muchos casos esta tincion puede resultar muy débil, situacion que dificulta la observacion de los
cloroplastos (I'igs. 7H, 8A, 8C y 8D). No hay que confundir los cloroplastos con tincién débil con
aquéllos que muestran una porcién incolora, la que corresponde al grano de almidén presente
en el cloroplasto pero que con esta técnica queda sin tedir (Fig. 7F).

Puede decirse que en general las muestras de los sitios Tlamacas y Lobos contienen
cloroplastos verdes, las del Cementerio rojos y las de Casamanero incoloros (Tabla 3).

Los estudios al microscopio dptico y electrénico de muestras en resina epdxica evidencian
en general una disminucién del namero de cloroplastos en las células de cementerios. La prueba
de ello se aprecia al comparar las hileras de cloroplastos en la periferia de las paredes celulares
de las muestras del sitio Tlamacas (Figs. 3B, 5A y 5C), y la presencia de cloroplastos menor o
mayormente aislados junto a las paredes laterales o bien hacia los extremos de las células de los
cementerios (I'igs. 3C, 3D, 3E, 5B y 5D).

Por lo que respecta al tamafio de los cloroplastos, puede afirmarse que depende
directamente del tamafio del grano de almidén que contengan (Fig. 1D, 1E, 4E, 5A a 5D). Sin
embargo, existen casos en que, eliminando el volumen conferido por el almidén, hay una
reduccion real del tamaifio del cloroplasto. En este caso, los cloroplastos F y H' del parénequima
on empalizada de cementerios (Figs. 1F y 2B) son un ejemplo en comparacién de los demas, pero
parece que este fendmeno también se encuentra en células de los parénquimas esponjoso,
endodérmico y de tejido de transfusion (Figs. 3G, 44, 64, 6D, 6E y 6F y Tabla 3).

Por otra parte en los cloroplastos de los tipos G y H se notan mayores dimensiones
debido a la acumulacién constante de plastoglobuli. Cabe la posibilidad de que los cloroplastos
finalmente vuelvan a reducirse cuando sufren una mayor degeneracién con la disolucién de los
plastoglobuli (Fig. 2B).

Segiin Chabot y Chabot (op cit.) el nimero y tamaiio de los cloroplastos aumenta con la
edad, no obstante en el presente estudio se observa el fenémeno  inverso.

La reducci6n inicial del tamafio de los cloroplastos bien puede ser el resultado de cambios
en la permeabilidad de sus membranas externas con un consecuente aumento en la densidad
del estroma segiin se discutid previamente. El aumento posterior en el tamafio de algunos
cloroplastos obedece a la acumulacién continua de plastoglobuli, mismos que al parecer pasan
por una etapa final de disolucién, lo que trae como consecuencia una nueva reduccién en el
tamatfio del cloroplasto, el cual rauy posiblemente acaba por desaparecer. Ello podria explicar
finalmente la causa de la reduccién en 1a cantidad de cloroplastos por célula de los tejidos de las
muestras provenientes de los cementerios, particularmente de Cementerio y Casamanero.

Las reducciones en tamafio y nimero de cloroplastos como un efecto de la contaminacion
por ozono, han sido descritas por varios autores tanto a nivel de microscopia electrénica como de
luz: Sutinen et al. (op cit.), Miyake et al. (1984,1989), Thomson (op cit.), Swanson y Thomson (op
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TABLA 3, COLOR Y RESOLUCION DI CLOROPLASTOS EN LOS 4 SITIOS ESTUDIADOS

TEJIDOS Y TIPOS DE SITIOS Y EDADES DE LAS ACICULAS (EN ANOS)
CLOROPLASTOS TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO LOBOS
123 123 123 123
PARENQ. EMPALIZADA
COLOR
- incoloro XXX X
-verde XXX X XXX
- rojo X X X
RESOLUCION
- muy evidente XXX X X XXX
- poco o no evidente X X X XXX XXX
PARENQ. ESPONJOSO
COLOR
- incoloro X X X X XXX XXX
-verde XXX XX X
- rojo X X
RESOLUCION
- muy evidente X XX X X
- poco o no evidente X X XXX XX
ENDODERMIS
COLOR
- incoloro XXX X XX
- verde X X X X
RESOLUCION
- muy evidente XXX X
- poco o no evidente X XXX XX XXX
TEJ. TRANSFUSION
COLOR
- incoloro XXX X X ‘X XXX
RESOLUCION
- muy evidente XXX X X X
- poco o no evidente X XXX XX XXX




cit.), Qjanperi et al. (op cit.), Anttonen et al. (op cit.); reduccién que se traduce en una
disminucién en el drea que estos organelos ocupan dentro de la célula (Ojanperi et al., op cit.),
como se aprecia al comparar las figuras TF, 7G, TH y 8A.

Por cuanto a los cloroplastos de endodermis, aunque éstos sean normalmente més
pequefios que los de las células del mesdfilo, también se reducen sus dimensiones como efecto de
la contaminacién por ozono (Ojanperd et al., op cit.).

Segiin Miyake et al. (1989), Sutinen et al. (op cit.)) y Anttonen et al. (op cit), el
encogimiento de estos organelos est4 en funcién de la exposicion al contaminante. De acuerdo a
ello, los cloroplastos de hojas de Raphanus sativus, Phaseolus spp, Picea abies, Pinus sylvestris
y Pinus halepensis expuestos a bajas concentraciones durante periodos prolongados,
manifiestan este sintoma; mientras que las sometidas a concentraciones elevadas (400-2000

A g3) en el transcurso de algunas horas no manifiestan disminucién alguna. En lugar de ello, se
genera un rompimiento de las membranas de los cloroplastos, y en general de todas ellas, con lo
que sobreviene la muerte celular,

En cuanto a los colores verde y rojo de cloroplastos, no existen referencias que los asocien
a dafio por ozono, sin embargo si se ha reportado que los cloroplastos de Pinus ponderosa
(Evans y Miller, 1972a) y Sequoiadendrum giganteum (Evans y Leonard, 1991), presentan un
patrén de tincién anormal al ser expuestos a ozono. Se piensa que el color es resultado de la
tincién de membranas externas y /o estroma,y que su diferencia debe demostrar las alteraciones
que se llevan a cabo en estos elementos constitutivos; sin embargo se desconoce cual sea la
causa. De acuerdo a la técnica de safranina verde rapido, los cloroplastos se tifien normalmente
do verde (Jensen, op cit.), lo que indica que el color rojo es una anomalia; pero ademas tifie de
rajo los elementos fenélicos y/o ciertos lipidos (Mauseth, 1988), de modo que la alteracién en el
metabolismo de estos compuestos dentro de los cloroplastos pudiera explicar el cambm de
coloracién, aspecto que precisa comprobacion,
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VACUOLAS

Seglin se describe en el capitulo de "compuestos fendlicos,”" el contenido natural de las
vacuolas de células parenquimaticas esta formado por tanines, denominacion que se da a un
grupo diverso de compuestos polihidroxifendlicos de alto peso molecular (Chabot y Chabot, op
cit.). Las observaciones demuestrar que este material es susceptible a sufrir cambios en su
conformacién y segiin su grado de consolidacién se pueden distinguir en el parénquima en
empalizada: inclusiones cristalinas, material denso, moderadamente denso, claro y granular.
Aunque la presencia de un tipo de inclusién no excluye el resto, siempre existe(n) alguno(s) que
domina(n) y son éstos los que se representan en la tabla 4.

TABLA 4, PRINCIPALES TIPOS DE VACUOLAS EN CELULAS DE PARENQUIMA EN
EMPALIZADA

TIPO DE VACUOLA SITIOS Y ANOS DE LAS ACICULAS

TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO LOBOS
123 123 123 123

- CRISTAL X X

- DENSA X X X X X X X X

- MODERADA X

- CLARA X X X

- GRANULAR XX

De acuerdo a los patrones de distribuciér de los tipos de vacuolas a lo largo de los afios
en cementerios y Tlamacas, se deduce que la vacuola sufre un proceso de desarrollo que
comprende dos etapas, una de formacién y otra de degradacion, En la primera se da una
agregacién de numerosas vacuolas pequeiias con contenidos de taninos que al fusionarse dan
forma a una vacuola central con inclusién cristalina (Figs. 34, 1B y 1C) y que con el tiempo se
desarrolla en tamaiio (Flig. 7F) hasta llegar a un grado maximo cuyos taninos constituyenun
material denso muy finamente granular (Figs. 3B, 7G, 5A y 5C), En algiin momento a partir de
ese estado se inicia la segunda etapa en la que un factor desencadena su degeneracidn. Surgen
asi en su primera fase las vacuolas con un material moderadamente denso (Fig. 7H)la
degradacién continua reduce el contenido de la vacuola de tal manera que se va perdiendo
densidad (Fig. 5B), los granulos finos empiezan a conglomerarse -polimerizarse- (Figs. 3C y 3D)
para formar agregados gruesos que quedan homogeneamente distribuidos en la vacuola y que
pueden simultdneamente migrar hacia la periferia de la misma donde se acumulan en mayor o
menor grado (Figs. 3K y 5D).

Este mismo patrén de degradacién, pero partiendo de vacuolas finamente granulares
densas como fase inicial, se desencadena en células parenquimaticas de tejido esponjoso,
endodérmico y de transfusién,

El proceso de desarrollo de la vacuola, en relacién a su formacién -independientemente
de su contenido- coincide con el descrito por Bidwell (1990) y Chabot y Chabot (op cit.). En
cuanto a su contenido, uno de los factores desencadenentes de su degradacién es aparentemente
la edad: durante la senectud normal pueden apreciarse la granulacién de taninos y/o su
acumulacién a lo largo del tonoplasto; las células més degeneradas por la edad carecen de
depdsitos vacuolares (Sutinen, op cit.; Karenlampi, op cit.). ‘

Si bien en las muestras del presente estudio la degradacién progresa con la edad, este
proceso no es igual en los cuatro sitios, pues en algunos se acelera méas que en otros, p. ¢j. en
Tlamacas este es mas lento, con células densas dominantes en 2 y 8 afios, mientras que en
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Cementerio es mas abrupto, con células granulares dominantes en los mismos afios (Tabla 4).
Se desconoce hasta que edad deben conservarse densas las vacuolas de Abies religiosa, pero en
Pinus ponderosa y Picea abies la vacuola tipica es finamente polvosa y densa (Soikkeli, 1981;
Karenlampi, op cit.), y en P, abies obtenidas en Finlandia este contenido se conserva en este
estado hasta las aciculas de mayor edad -9 afios-, mientras que las colectadas en Alemania son
granulares las de mayor edad -7 afios- (Sutinen, op cit.) lo cual puede estar relacionado a
ambientes estresados por contaminacion, pues ahi la calidad del aire segin Sutinen (op cit) es
peor que la de Finlandia. Este aspecto lleva a considerar a la contaminacién como agente causal
de degradacion.

El estado o condicién de la vacuola central se ha empleado como un marcador para
estimar la severidad de daifio en Pinus sp. y Picea sp. de ambientes contaminados (Soikkeli, op
cit; Karenlampi, op cit), De acuerdo a ello, se han determinado los siguientes grados de daiio:

- Taninos a manera de banda delgada en la periferia de la vacuola con particulas (més o
menos finas) dispersas en ella (citoplasma obscurecido).

- Taninos en banda gruesa y algunas veces como granulos (mis gruesos), pocos,
(citoplasma delgado y denso).

- Taninos como banda gruesa alrededor de la vacuola que impiden la resoluclon del
citoplasma denso.
Estos grados de deterioro de la vacuola se aprecian en Abies religiosa, pero es tan sutil la
diferencia de los dos Gltimos -pues en las muestras el tercer grado también posee agregados de
taninos gruesos dispersos en la vacuola- que ambos se han catalogado como vacuolas granulares
para su mejor deteccién en microscopia de luz (Fig. 6D). El prlmer grado corresponde a las
vacuolas claras (Fig. 5B).
Los cambios estructurales del contenido de la vacuola también pueden ser un artefacto
del proceso de fijacion debidos a la alta o baja molaridad de la solucién amortiguadora, lo que
representa cambios en la quimica de la célula o de la vacuola (Soikkeli, op cit.; Karenlampi, op
cit.). Ciertamente ésta no puede ser la causa de los efectos observados en las muestras en resina
epéxica del presente estudio, pues al menos todas las aciculas obtenidas en el segundo
muestreo fueron tratadas con la misma molaridad. No obstante, este aspecto es de particular
importancia ya que da la pauta para explicar estos cambios estructurales: alteraclon del
potencial osmético.
Este cambio de potencial bien puede ser el resultado de cambios en la permeabxhdad de
membranas, particularmente del tonoplasto, ocasionados por ozono. Soikkeli (op cit.) ha
reportado que los cambios estructurales del contenido de la vacuola promovidos por alteraciones
del potencial osmético pueden ser causados por contaminantes atmosféricos.
La vacuola mantiene la estructura y rigidez de la célula actuando como un globo interno
que, ejerciendo presién sobre la pared celular impide que se deforme o colapse (Bidwell, op cit.).
Esto también debe ser cierto para el protoplasma, de manera que si se perdiera esta presion,
sea por disminucién de 1a tonicidad del tonoplasto, sea por alteracién del contenido de la vacuola
ocasionados por ozono, es razonable pensar que sobreviniera una dispersién del mismo (Figs. 3F
y 5E). Quizas esto corresponda, en modo sutil y/o previo, a la etapa de colapso de la vacuola con
la agregacién del citoplasma al centro celular descrita por Thomson et al. (op cit.).
Siguiendo sobre la linea de afectacién del tonoplasto, su destruccién, asi como el
" rompimiento del plasmalema, ha sido descrita sélo cuando el dafo de las células ya es muy
severo (Soikkeli y Karenlampi, op cit.) o bien por exposiciones a elevadas concentraciones de
ozono (Guderian, op cit). Estos registros sugieren que la ruptura del tonoplasto, asi como del

. plasmalema, pueden ser eventos que surjan lenta y gradualmente -dafio crénico-, o bien,
rdapidamente. En el primer caso como tltima etapa de una serie de pasos del procesc de
degeneracién del protoplasma y en el segundo como factor desencadenante de la degradacién
total del mismo.
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De ser asi, el proceso de dafio crénico es muy similar al de senectud natural donde la
alteracion y rompimiento del tonoplasto juegan un papel muy importante para digerir el
material celular que ha dejado de ser necesario y donde la estructura interna de los cloroplastos
y mitocondrias ha sido reducida antes de la destruccién del tonoplasto (Bidwell, op cit.). En
cuanto al dafio agudo, debe corresponder al descrito por Thomson et al. (op cil.) y Pell y
Weissherger (op cit.), en el cual, con la degeneracion del tonoplasto, el contenido protoplasmico
que se agrega al centro celular se oncuentra tctalmente degradado -a excepcién del sistema
membranoso interno de los cloroplastos-; efecto que asemeja al observado en muestras de Lobos
('ig. 2D).

Se sabe que las vacuolas pueden ser compartimentos lisosémicos (Thomson, op cit.;
Bidwell, op cit.), por lo que la destruccién final de la matriz citoplasmatica y de los organelos
puede ser el resultado del efecto desnaturalizador de los taninos que los contamina después de
la ruptura del tonoplasto, o bien de la liberacion de enzimas liticas posterior a su trastorno o
decaimiento (Thomson, op cit.; Soikkeli y Karenlampi, op cit.; Miyake et al., 1989). Se cree que
el manchado de Nicotiana tabacum se debe a la autdlisis de las celulas dafiadas por ozono (Rich,
1964). Es posible que este proceso ocurra muy rapidamente, pues sélo se percibe en pocos casos
ya que en la mayoria sélo se aprecian los restos de la necrosis.

Finalmente un fenémeno frecuentemente observado es la formacién de numerosas
vesiculas en el borde entre la vacuola principal y el citoplasma -de donde parecen desprenderse-
(Figs. 2C, 8D y 8E) o bien, internas en la vacuola hacia donde parecen migrar. Segin
consideraciones previas la vacuola puede funcionar como un compartimiento lisosdmico, de lo
cual se desprende que las vesiculas observadas son manifestacion de una autolisis del
citoplasma y/o de la misma vacuola. Son grandes y muy numerosas en las porciones donde atn
hay citoplasma en cantidad apreciable -como eun los extremos de las células-y disminuyenen
tamaifio y en nimero con la escasez del mismo, por lo tanto son evidentes atin en algunos casos
de Tlamacas. , ' '

Noble et al, (op cit.) y Ojanperd et al., (op cit.) han descrito la formacién de vesiculas del
citoplasma que se introducen a las vacuclas en Populus sp. y Triticum gestivum -
respectivamente- fumigados con ozono a diferentes concentraciones, y aunque no explican el
mecanismo por el cual se da este proceso, Ojanperi et al (op cit)) afirman que estas vesiculas se
derivan de las membranas de los cloroplastos, lo que no es el caso en A. religiosa. ‘
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CARACTERIZACION CELULAR

Si se estudian de manera conjunta el grado de percepcién de cloroplastos y el tipo de
vacuola de las células del parénquuma en empalizada, se puede hacer una caracterizacién
celular util a nivel de microscopia ptica para muestras en "paraplast”.

La caracterizacion es la siguiente; para su distribucién en los sitios ver tabla 5.

Tipo A. Células en que ain no hay vacuola, por lo tanto son claras con cloroplastos bien
evidentes homogeneamente distribuidos en el citoplasma (Figs. 8A y 7F).

Tipo B. Células de vacuolas reducidas con inclusiones cristalinas, bordeadas por
citoplasma abundante, cloroplastos grandes muy evidentes especialmente hacia ambos
extremos donde se acumula el citoplasma (Figs. 3A y 7I).

- Tipo C. Células con vacuola muy bien desarrollada, cloroplastos muy evidentes, Il
material de la vacuola puede ser sdlido a manera de cristal (subtipo 1), denso (subtipo 2),
moderadamente denso (subtipo 8), fino claro (subtipo 4) o como agregados gruesos (subtipo 5)
(Fig. 7G).
. Tipo D. Células con vacuola muy bien desarrollada pero con cloroplastos poco o no
evidentes. El material de la vacuola puede ser cualquiera de los 5 mencionados arriba (I'igs. 7TH
y 84A).

- Tipo L. Células en las que hay separacion del plasmalema de la pared (plasmdlisis).

- Tipo N. Células en las que hay una pérdida total de organelos y ruptura de paredes
laterales, pero en las que se conserva la umdn con la célula inmediata inferior. Ademas
presentan una acumulacién de material de origen fendlico que engruesa la pared -
principalmente en su extremo superior- (necrosis) (Figs. 8B, 8C y 8D). Su distribucion en los
tejidos de los diferentes sitios y edades se muestra en la grafica 4.
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GRATICA 4. Necrosis del parénquima en empalizada de la aciculas de los cementerios.



TABLA 5. TIPOS CELULARES OBSERVADOS EN TEJIDO DE PARENQUIMA EN

EMPALIZADA
TIPOS CELULARES
3]
Q
SITIOS % la b ol @ o8 cf o5 dl d2 d3 d4 d5 d6 N
) X X X X X
TLAMACAS 2 X X X X X X
3 X X ¥ X X X X X X X X
1 |x X X X X X X
CEMENTERIO 2 X X X ¥ X X X X
3 X X X X X
1 1 X X X X X X X X
CASAMANERO 2 |x x X X X X X X
3 X X X X X X
1 X X X X X X X X X X X X
LOBOS X X X X X X X X
3 |1X¥ X X X X X X X X

a = CELULAS MUY JOVENES

b= CELULAS EN DESARROLLO

c= CELULAS MADURAS CON CLOROPLASTOS EVIDENTES *

d= CELULAS MADURAS CON CLOROPLASTOS POCO O NO EVIDENTES *

(* LOS NUMEROS EN ORDEN ASCENDENTE INDICAN LA DEGRADACION PROGRESIVA
DE LAS VACUOLAS) :

_X =TIPO CELULAR MAS IMPORTANTE
X = TIPO CELULAR SEGUNDO EN IMPORTANCIA




Los anélisis previos de cloroplastos y vacuolas, la distribucion diferencial de los tipos
celulares segin la edad de la hoja, asi como los estudios de Bidwell (op cit.) y Chabot y Chabot
(op cit.), permiten determinar que el tipo "A" corresponde a células muy jovenes con capacidad
de dividirse, el "B" a células en desarrollo y el "C" -con sus primeros dos subtipos- a células
maduras; y constituyen etapas del desarrollo celular normal. Tl resto de los subtipos "C" forman
parte de un proceso de degeneracion celular, pero que sélo involucra de manera mas evidente a
las vacuolas.

El tipo celular "D" manifiesta, de primera instancia, una alteracién a nivel de
cloroplastos que los hace ser poco o no evidentes segiin se estudié previamente. Esta alteracién
surge adn en casos donde la vacuola no demuestra signos de afectacién y permanece hasta las
etapas de mayor degradacién de la vacuola. Es posible que este tipo de dafio este asociado al
reportado por Evans y Leonard (op cit.).

Segun consideraciones previas, es posible que el tipo celular "D" corresponda a un dafio
crénico en el que los cloroplastos junto con el resto del protoplasma sufren modificaciones
graduales lentas y previas, 0 al menos simult4neas, a las alteraciones de la vacuola; mientras el
tipo "C" con degradacién més inmediata de las vacuolas pertenezca a un dafio agudo.

De acuerdo a ello y atendiendo a la tabla b, el tipo de dafio agudo, aunque presente en
los individuos de los sitios Lobos y Cementerio, parece ser condicién caracteristica de Tlamacas.
Ya que esta forma de alteracién sélo involucra las vacuolas, y 1a técnica de inclusin en resina
epodxica demuestra que en este sitio el material ergastrico es preferentemente denso (Figs. bA y
5C, Tabla 4), se considera que la fijecién de las muestras para su inclusién en parafina ocasion
ol desequilibrio osmdtico de las células y con ello la alteracion de la estructura de este material.

Por lo que corresponde a la'localidad de Cementerio, este tipo de dafio no parece ser de
gran trascendencia, en cambio en Lobos el dafio agudo se manifiesta ya en casos de plasmdlisis,
mismos que se reconocen por la presencia de cloroplastos de los tipos "I" y "J" (Figs. 2C y 2D)
segun descripciones previas. ‘

En relacién al dafio de tipo crénico, en Cementerio sblo es conspicuo en los tejidos de
mayor edad -3 afios-, mientras que en Casamanero lo es desde los 2 afios y en Lobos 1o es
inclusive en los tejidos més jovenes -UCA-; esto indica que el deterioro de las aciculas es menos
severo en el primer sitio y mayor en el altimo. Esta condicién se apoya en los niveles de
necrosis evidentes en los sitios, ya que segiin las observaciones, y el trabajo de Evans y Leonard
(op cit.), la necrosis es la consecuencia final de la plasmdlisis y/o de los cambios patolégicos que
conducen a la alteracién de la estructura celular, Segiin la gréfica 4, el sitio Lobos muestra la
mayor incidencia de necrosis y Cementerio la menor; ademas, en los casos de Cementerio y
Casamanero se involucran preferentemente pequefios grupos aislados de células, mientras que
en Lobos se abarcan gran cantidad de ellas. Aqui es importante destacar que aunque la necrosis
se observa en cualquiera de las regiones de la acicula (4pice, regién media o base), esta es més
frecuente y conspicua en la base (Fig, 8D) y casi ausente en el 4pice; a excepcién de Lobos donde
la necrosis es también muy aparente en el 4pice. Este aspecto estd en estrecha relacién con la
distribucién de los tipos celulares a lo largo de la acicula.

Hay que considerar que la necrosis puede ser resultado de dafio de tipo crénico o agudo,
situacién que podria explicar su mayor incidencia en Lobos, La necrosis, tal como se describe en
el presente trabajo coincide con uno de los tipos sintométicos de dafio por ozono encontrado por
Hill et al. (op cit). Particularmente, el engrosamiento de las paredes asociado a su
pigmentacion, ha sido descrito desde 1959 por Ledbetter et al. (en Thomson et al., op cit.) como
posible indicador de dafio por este contaminante.

Finalmente, en relacién a la presencia de células de tipo "D" en aciculas de 3 afios de
Tlamacas, es factible que sea reflejo de lo que sucede realmente y que su origen sea el mismo
que el de los cementerios; lo que es dudoso es el avanzado grado de deterioro de sus vacuolas
pues no existen células de subtipos precedentes.
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DESARROLLO FOLIAR.

En cortes longitudinales y sagitales de A. religiosa se ha evidenciado, en unas ocasiones
més notoriamente que en otras, una gradacién de tipos celulares a lo largo de las aciculas,
fenémeno que pone de manifiesto el proceso de desarrollo foliar. Segin Howell (1974) durante la
expansion foliar se generan diversos tipos de células, mientras algunas son ya maduras, otras
estan creciendo y atn otras siguen dividiéndose, por lo tanto en una hoja debe haber unas
células en una edad fisiolégica que favorezcan el anabolismo y otras el catabolismo. Este
proceso no implica que todos los tipos celulares esten presentes en una misma acicula, lo que
depende en parte de la edad de la misma,

La distribucién diferencial de los tipos celulares a lo largo de las aciculas de A. religiosa
da la pauta en la determinacién del patrén de desarrollo de las mismas, el cual tiene una
direccion de la base al apice, con las células mas maduras en la primera y las mas jévenes en la
segunda, Linzon (1967) ha observado que en tejido muy joven donde atin no hay estomas o
todavia no son funcionales no hay movimiento interno del xileno durante la inclusién; este
fenémeno se ha encontrado en los 4pices de las hojas de A. religiosa donde todas las células
inuestran plasmélisis, evidencia de un fuerte cambio osmatico que apoya el patrén de desarrollo
descrito. Estas consideraciones son relevantes ya que ofrecen el fundamento para explicar la
localizaci6n inicial del dafio en la base.

Se ha afirmado que la sensibilidad al ozono estd en funcién de la maduracién de la
acicula y del desarrollo celular (Howell, op cit.; Taylor, 1973, Hill et al., 1961). En cuanto a la
primera, la sensibilidad est4 posiblemente asociada a la funcionalidad o presencia de estomas
sin los cuales se reduce la entrada del contaminante y con ello del dafio (Howell, op cit.), o bien,
de manera indirecta al tiempo que el tejido ha estado expuesto, p. ¢j. el dafio por ozono en
aciculas de Pinus sp. localizado en los dpices de las aciculas corresponde a la zona de células
mas maduras y por lo tanto que han estado més tiempo expuestas al ozono (Taylor, op cit.;
Costonis y Sinclair, 1969; Evans y Miller, 1972a). La situacién inversa se da en A. religiosa
donde segun se explico el dano se localiza preferentemente hacia la base lo que coincide con el
tejido més maduro,

En cuanto al desarrollo celular, la diferencia de sensibilidad a nivel celular se entiende
bajo el concepto de un sistema dinamico completo en que las células de distintos grados de
madurez poseen diversas capacidades para resistir la entrada del ozono y los cambios quimicos
subsecuentes. El ozono puede estar afectando a la vez muchas reacciones metabdlicas que
involucren componentes tales como la glucosa, proteinas, lipidos y fenoles (Howell, op cit.), de
manera que aquellas células que se encuentren en un estado fisiolégico que favorezcan el
anabolismo manifiesten inicialmente menor dafio que aquellas que muestran ya tendencia al
catabolismo.

Esta sustentacién es apoyada por los resultados de Lucas et al. (1993) quienes detectan
que la clorosis propiciada por ozono sélo afecta a las hojas de mayor edad, Ademés sugieren que
la exposicion prolongada a este contaminante tiene efectos acumulativos sobre los tejidos
vegetales y son resultado de una senectud acelerada, tal como se aprecia en las aciculas de A.
religiosa,

Cabe agregar que después de la pérdida de la integridad de las membranas en unas
cuantas células susceptibles, se pueden desatar reacciones en cadena que involucren
componentes intra o extracelulares (Howell, op cit.) que expliquen en parte la expansién de la
necrosis. La sensibilidad diferencial de las aciculas en los diferentes sitios puede estar dada por
varios factores, entre ellos las concentraciones y duracion de exposicién de ozono, la carga
genética de los individuos, el ambiente fisico, etc. ,
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EVALUACION DE LAS ALTERACIONES
A NIVEL HISTOLOGICO

Con excepcion de las modificaciones de la estructura celular (vacuolas y cloroplastos) que
aunque particularmente conspicuas en parénquima en empalizada, son también evidentes en
parénquimas esponjoso, endodérmico y de transfusion, la plasmdlisis y la necrosis se observan
exclusivamente en el parénquima en empalizada de los cementerios (Tabla 6).

Ademas de la plamdlisis y necrosis, existe otro tipo de dafio que se detecta
particularmente en el parénquima esponjoso (Fig., 8D) que consiste en la formacién de un
material granular compacto dentro de sus células, hipertrofia, hiperplasia y presencia de
glébulos pequefios adheridos externamente a las paredes de las células que forman la cavidad
estomatica, mismos que se observan al microscopio electrénico (Fig. 4H). Todos estos sintomas
estan asociados entre si, pero no necesariamente se manifiestan todos sincronicamente.

El dafio surge inicialmente en la parte inferior del parénquima esponjoso inmediato a la
cpidermis, pero posteriormente puede extenderse hasta involucrar otros tejidos dependiendo de
la localizacién del daiio, de tal manera que si éste es mas céntrico, se abarcaran tejidos como la
endodermis y los haces vasculares; si es mas lateral, se extendera hacia mayores porciones del
parénquima esponjoso y el canal resinifero, sin embargo, estas condiciones se detectan
gscasamente,

Estos sintomas son la evidencia interna de las lesiones que tienen su origen en el ataque
por insectos desfoliadores segin se describird posteriormente.

Este tipo de dafio no esta asociado a la edad y, segun se muestra en la tabla 6 es mas
frecuente en Casamanero, siguiendo en orden descendente Cementerio, Lobos y Tlamacas,
respectivamente. En general su incidencia es muy baja por lo que no es la causa principal de
deterioro de los tejidos. Ademds no guarda relacién con el dafio presente en el parénquima en
empalizada pues uno y otro ocurren independientemente.

Fuera de la necrosis y el parasitismo por insectos, no existe otro tipo de dafio tan
conspicuo en ningan otro tejido,

Los estudios realizados en diferentes especies de pino sefialan que los dafios por ozono se
limitan al meséfilo (Evans y Miller, 1972a,b; Anttonen et al., op cit.) Cuando el meséfilo es
diferenciado -en p. empalizada y esponjoso- resulta peculiar que la lesién se localice
especificamente en el parénquima en empalizada, siendo ahi la zona de depésito de los
pigmentos que engrosan las paredes (Figs. 8B, 8C y 8D) y la del deterioro celular en general
(Thomson et al., op cit.; Taylor, 1973,; Noble et al., op cit.; Treshow, op cit.; Guderian, op cit.;
Miyake et al., 1989) lo cual coincide particularmente en los casos de plasmdlisis y necrosis de A.
religiosa en los cementerios, donde el resto de los tejidos permanecen sin dafio. Hay que hacer
notar que segun las caracteristicas celulares en esta especie, el tejido comprendido entre el haz
vascular y la epidermis inferior es realmente una pequefia porcién de parénquima en
cmpalizada, situacidn que explica la existencia de necrosis y plamélisis en ese lugar.

En el caso de contaminacién por ozono, su ingreso a los tejidos se da principalmente por
la via estomaética, atravesando el parénquima esponjoso -cuando lo hay- para ejercer su
accion sobre las células del parénquima en empalizada. De esta manera, cuando éste ya se
cncuentra dafiado, es posible identificar epidermis, parénquima esponjoso, haces vasculares,
canales resiniferos y cuticula aparentemente intactos durante un periodo considerable (Taylor,
op cit.; Thomson et.al., op cit.; Guderian, op cit.).

Se ha observado que especies menos susceptibles a ozono poseen mayor nimero de
células del mestfilo por estoma, lo cual aparentemente da una mayor resistencia a la
penetracién del ozono (Evans y Miller, 1972b). Es posible que en las aciculas de plantulas de A.
religiosa que manifiestan mayor susceptibilidad que las hojas de arboles adultos, esta relacion
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TABLA 6. DANOS A NIVEL HISTOLOGICO EN LAS ACICULAS DE LOS 4 SITIOS DE MUESTREO

TEJIDOS

SITIOS Y EDADES DE LAS ACICULAS (en afios)

NOTA: Se 'incluyén las técnicas de glutaraldehido, faa y ep6n.

TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO LOBOS

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
PARENQUIMA EMPALIZADA] - - e N N NL L N N NL N NL
PARENQUMA ESPONJOSO - P - - P P P P P P PP
ENDODERMIS - - - - P P - - P - e -
;I'EJIDO TRANSFUSION - - - - e e -- - - - e e
HACES VASCULARES - - - - P - .- - - - e -
CANALES RESINIFEROS - - - - P - P P -- - P -
EPIDERMIS - - e - e e - - - - e -
HIPODERMIS T L - - e

N= necrosis’ P= dafio por insecto desfoliadof --=gindafic L= plasmé6lisis




sea mayor y por lo tanto tengan espacios aéreos mas amplios y con ello mayor ventilacién (Fig.
8C).

Karenlampi (@p cil,) reporta que en casos de exposicidn crénica natural de Pinus sp. a
ozono, atn en tejido claramente clordtico, sélo una proporcién menor de células se destruyen
completamente, mientras que la mayoria conserva su integridad aunque muesira algunas
alteraciones; esta situacion coincide particularmente con las muestras de Cementerio y
Casamanero,

Por lo que respecta a las modificaciones de la estructura celular, al menos en lo que
corresponde a los cambios en la vacuola y tamafin de cloroplastos, no se circunscriben al
parénquima en empalizada. Los estudios se limitaron a ese tejido ya que en él las alteraciones
son maés conspicuas, lo que coincide con los resultados de Swanson y Thomson (op cit.) y Miyake
et al. (1989) sobre los efectos del ozono: atn cuando reportan dafios en el parénquima esponjoso,
éste es del tipo moderado cuando la mayoria de las células del parénquima en empalizada se
oncuentran ya severamente dafiadas. Parece existir un patrén de evolucién del dafio en el que si
bien no se limita al mesofilo, surge inicialmente en él, pero al transcurrir el tiempo se extiende
a otros tejidos -endodermis y estele, células acompaiiantes, albuminosas, etc., pero con un grado
de dafio menor pues segin lo descrito el efecto intracelular también se agrava. Vale la pena
mencionar que aun en mesofilo no diferenciado el progreso del dafio no es azaroso, sino que
sigue un cierto orden de acuerdo a su localizacion (Evans y Miller, 1972a; Costonis y Sinclair,
op. cit.; Sutinen et al., op cit.).

Pell y Weissberger (op c¢it) afirman que atn cuando la alteracién a nivel visual
ocasionada por ozono en soya es evidente sélo en la regién adaxial, los estudios histolégicos
demuestran que el deterioro ocurre por igual en ambos parénquimas en términos de porcentaje,
lo que habria que comprobarse.

Es posible que la baja susceptibilidad aparente del parénquima esponjoso se deba en
parte a que sus paredes celulares son mucho més gruesas que las de parénquima en empalizada
y la mayor difusién o intercambio de gases se lleva principalmente en el segundo.

Como consideracion final cabe destacar la importancia de la anatomia patolégica como
herramienta en el diagnéstico de plantas enfermas, segiin la cual la determinacién de los tejidos
daiiados permite, si no especificar la causa, si eliminar aquellos factores no asociados a ella y ast
limitar los involucrados en la etiologia. Con base en que los sintomas ocasionados por un cierto
factor perturbador tienden a ser consistentes independientemente de la especie afectada, se ha
determinado que:

- El dafio inicial en el mestfilo estd asociado basicamente a boro (Bo), 809, Og ¥y
toxicidad por sal.
- El daifio mlcxal en tejido de transfusion es debido a senectud natural, bajas
temperaturas, estrés hidrico y acido fluorhidrico (HF).
L - El dafio a floema es el resultado de la senectud natural, estres hidrico y HF (Stewart et
al., op cit.).

Esta informacién da la pauta para eliminar como agentes\prunanos del dafio a la
senectud natural, las bajas temperaturas, la tensién hidrica y la contaminacién por fltior. Asi
mismo descarta la posibilidad de toxicidad por sal, pues ésta se utiliza para deshielar en época
de invierno en EUA. En el caso del boro, puede excluirse por no haber fuentes que lo emitan -al
menos no importantes- en la zona. Por cuanto al SO2, se desconocen sus concentraciones en el
Desierto de los Leones, pero por ser un contaminante asociado a la industria la cual se localiza
al norte de la ciudad y a que sus niveles se han reducido sensiblemente desde que se sustituyé
ol empleo de combustéleo por gas, sus concentraciones en la zona suroeste no son tan elevadas
como las de ozono.
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EFECTOS A NIVEL BIOQUIMICO
CARBOHIDRATOS
ALMIDON Y CARBOHIDRATOS DEL FLOEMA

El examen de secciones en resina epdxica observadas a los microscopios Optico y
electronico, permite constatar en algunas muestras la presencia de granos de almidon que pueden
ocupar parte o la totalidad del volumen de los cloroplastos (I'igs. 1A,1D,1E y 5A). Estos granos
que se tifien de rosa con la técnica de PAS se aprecian como puntos coloreados de distintos
tamanios distribuidos en el interior de las células. Ademas del almidén, es posible evidenciar
puntos mucho mis pequefios en el floema que también reaccionan positivamente a la técnica
(Frigs. TA y 7C).

Para la mejor interpretacion de los datos, se manejan desde varias perspectivas,
comparando sitios, tejidos y edades. Antes de exponer los resultados es importante recordar que
la informacion obtenida no tiene por objeto ofrecer un andlisis estadistico, sino sefialar ciertas
tendencias para ayudar a comprender el fendmeno que se esta presentando, para lo cual se han
empleado los diagramas de barras. El eje de las ordenadas muestra el porcentaje de muestras que
reaccionan positivamente a la técnica, lo cual manifiesta su representatividad dentro del tejido o
del afio.

Puede afirmarse que la abundancia relativa de almidones en los tejidos y/o afios, esta en
relacion con el porcentaje de presencia en los mismos. Se ha encontrado que cuando ¢l almidén es
poco frecuente, también es poco abundante en los casos en que aparece y viceversa,

ESTUDIO POR SITIOS Y POR TEJIDOS

En cada sitio se agrupan los datos obtenidos durante los tres afios de cada uno de sus
tejidos de manera que se tienen frecuencias relativas en cada tejido. Los resultados asi expuestos
permiten apreciar de primera instancia el contenido de almidén en cada lugar y su distribucién en
los tejidos de cada sitio (Grafica 5).
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GRAFICA 5. Distribucién de los carbohidratos en los diferentes tejidos de las aciculas de los
cuatro sitios estudiados.
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La deteccion de carbohidratos en floema es un tanto dificil en cortes transversales por falta
de resolucion, por lo que existen dudas sobre la exactitud de los datos; atin asi, se considera que
son de utilidad.

En Tlamacas el almidén de las muestras se encuentra de manera constante en todos los
tejidos, lo que indica que es frecuente y abundante, y esta distribuido homogeneamente dentro de
la acicula. Los carbohidratos del floema por su parte se reducen casi a la mitad de los casos
(Gréfica b).

De los sitios afectados, aunque los valores de las muestras de Cementerio denotan poco
contenido de almidén en las aciculas y en las de Casamnanero atiin menos, ambos niuestran un
patrén de distribuciéon muy similar: el tejido fotosintéticamente activo -parénquima en
empalizada- y/o el de reserva -parénquima esponjoso- muestra(n) los niveles mas bajos, mientras
que los del cilindro central -tejido de transfusidon y/o endodermis- son mayores (Grafica 5). En
Lobos, el contenido de almidon es el mayor en los cementerios y su patron de distribucion es muy
diferente; el parénquima en empalizada presenta valores casi tan altos como en Tlamacas y
aunque en tejido de transfusién sean relativamente elevados son menores que en aquél, Su
presencia en endodermis es baja y en parénquima esponjoso mucho menor (Grafica 5).

1ESTUDIO POR EDADES

Se pretende explicar en cada sitio el comportamiento de los carbohidratos en cada tejido
con el transcurso del tiempo.

TLAMACAS: Todos los tejidos a lo largo de los 3 afios en todos los cortes tienen almidén
("igs. 1A,1D,1E,3B,4E,6A,6C,7A y 7C), lo que varia es la distribucion de los granos en el
parénquima en empalizada donde son generalmente mas abundantes en la capa inferior en
cualquiera de los afios y con tendencia a localizarse diferencialmente en la capa superior al tercer
afio (al centro o a los lados) (Fig. 7C); en el parénquima esponjoso puede distribuirse sélo en las
células mas periféricas (en corte transversal) pero no parece haber un patrén con la edad pues no
¢s muy frecuente.

CEMENTERIO: En el parénquima en empalizada practicamente en todos los cortes de los
tres afios los cloroplastos carecen de almidén (Figs. 1F,1G,2A,2B,3D,3E y 5D).

En parénquima esponjoso, al igual que en el tejido anterior en la mayoria de los casos los
cloroplastos carecen de almidén durante los tres afios, pero en esta ocasion, los pocos existentes
tienden a disminuir con la edad (Fig. 4H).

En la endodermis con granos de almidén medianamente frecuentes, se reducen con la edad
hasta casi desaparecer (Fig. 2E).

En el tejido de transfusién, presentes en todos los casos en un afio, disminuyen
considerablemente a los tres afios (Fligs. 6A y 6D).

CASAMANERO: Partiendo de altas frecuencias en el UCA en todos los tejidos, se llega a
la ausencia de almidén en ellos y de carbohidratos en el floema a los dos y tres afios (Figs.
3A,3C,3G,4A,6B,6E, 7B y D).

LOBOS: Existe una tendencia a la disminucién del contenido de almidén en el
parénquima esponjoso y en el tejido de transfusion. La endodermis no muestra cambios muy
evidentes y el parénquima en empahzada con almidén abundante en los tres afos (Figs.
2C,2D,3F,6B,6F y 7E).

Para comprender mejor la relacién que existe entre el contenido de almidén y la edad de
los tejidos de los cementerios, los resultados se agrupan para su estudio.

En este caso se asocian para cada tejido los datos de los tres cementerios que corresponden
a un mismo afio de tal manera que se tiene la tendencia del comportamiento general de los
carbohidratos con respecto a la edad en los sitios afectados (Grafica 6).
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GRATFICA 6. Distribucion de los carbohidratos en los diferentes tejidos de acuerdo a la edad en
aios.

Los resultados demuestran una reduccion en el contenido de granos de almidén, ya desde
¢l UCA, en todos los tejidos, pero menor en endodermis, Este proceso se acentiia a los dos afios,
particularmente en el parénquima esponjoso y en la endodermis, hasta que practicamente se
estabiliza, por lo que a los tres afos el descenso es més ligero. Por cuanto al parénquima en
empalizada, si bien a los dos afios hay una importante caida de la frecuencia, ésta no es tan
dréstica como en los otros tejidos, ademads vuelve a incrementarse a los tres afios, comportamiento
que puede explicarse por la constante presencia de almidén ain en dos y tres afios de los tejidos
colectados en Lobos segln se describié previamente. En el floema, la reduccién de carbohidratos
decrece con la edad, pero de manera més uniforme,

CARBOHIDRATOS ASOCIADOS A COMPUESTOS FENOLICOS

Estos compuestos fendlicos, presentes a manera de pequefios cuerpos esféricos en las
células de los cementerios segin se describird posteriormente, reaccionan a la técnica para
deteccién de carbohidratos, lo que hace suponer que estan asociados a ellos.

El comportamiento diferencial de los carbohidratos en los tejidos de muestras de diferentes
afios y sitios demuestra que estidn involucrados distintos procesos, los que se discuten a
continuacioén,

Disminucién_en el contenido de almidén. Numerosos estudios se han realizado para
determinar el efecto del ozono sobre el contenido de carbohidratos, pero ellos arrojan diferentes
resultados en cuanto al contenido de azicares solubles, lo que impide establecer un
comportamiento consistente entre la relacién del ozono y los carbohidratos. Sin embargo, atin
cuando algunos autores reporten su aumento y otros su disminucién, ambos fenémenos son una
manifestacion de la disfuncién del metabolismo de polisacdridos provocada por ozono (Kozlowski y
Constantinidou, op cit.; Kainulainen et al., 1994). ‘

El abatimiento de la produccién de almidén en plantas expuestas a ozono ha sido
reportado frecuentemente por Dugger et al. (op cit), Miller et al. (en Dugger y Ting, op cit.),
Karenlampi (op cit.), Kainulainen et al. (op cit) y particularmente para exposiciones agudas
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Noble et al. (op cit.), Dugger et al., 1962a y Younger & Nudge, 1980 (ambos en Guderian, op cit.);
y para exposiciones cronicas Miller et al., 1969 y Dugger y Palmer, 1969 (en Guderian op cit.).
Iste fenémeno ha sido demostrado histoquimicamente por Evans y Miller (1972a) en cuyos
estudios los cloroplastos de células expuestas a ozono no presentan tincion o es débil para
carbohidratos insolubles, por lo que se dificulta la diferenciacion entre estos organelos y la matriz
ciloplasmatica., A nivel ultraestructural, Anttonen et al. (op cit.) han descrito una disminucién
considerable del tamafio de los granos de almidén en Pinus halepensis expuestos a ozono.

La teoria afirma que la reduccion en el contenido de almidon puede ser el resultado de 2
procesos: la inhibicion de su sintesis o la estimulacién de su hidrélisis.

En el primer caso la sintesis puede ser inhibida a partir de la transformacién de la hexosa
(Dugger et al., op cit.) o bien desde los origenes -produccion de azicares- la fotosintesis.

La inhibicién o decremento de la fotosintesis seguida de una sola exposicién a ozono ha
sido reportada por numerosos autores (Miller et al., 1969; Barnes, 1972a; Botkin et al,,
1971,1972; Carlson, 1979;) todos en Kozlowski y Constantinidou, (op cit); Rosenkranz et al. (op
cit.) y Tingey et al. (1976a).

Treshow (op cit,) afirma que la alteracién y destruccién de los cloroplastos provocada por
ozono es la causa de la reduccién del potencial fotosintético, asi como de la clorosis.
Particularmente, se ha sugerido que los cambios en el sistema membranoso interno de los
cloroplastos y del estroma ocasionados por ozono pueden estar involucrados en el efecto sobre la
fotosintesis (Thomson, 1975). Segun se sabe las reacciones luminosas se ubican en los grana del
cloroplasto y las obscuras en el estroma. Las primeras dependen de los pigimentos asociados a los
tilacoides particularmente de la clorofila (Avers, op cit.; Esau, 1965) la cual se destruye por efecto
del ozono (Runeckles y Chevone, op cit.), aspecto que se confirma con la reduccion de su contenido
(ITowell y Kremer, 1973; Malhotra y Khan, op cit.).

La sintesis de clorofila y la formacién de tilacoides son eventos independientes. Esta
ascveracién se desprende del hecho de que algunos mutantes que son incapaces de desarrollar
tilacoides producen clorofila normal, o bien pueden desarrollar tilacoides normales pero con
niveles muy bajos de clorofila. En algunos tipos de mutantes este pigmento es destruido
rapidamente supuestamente porque es incapaz de integrarse a las membranas que lo protegen
(Avors, op.cit). Si, como parece en el presente estudio, el sistema membranoso interno de los
cloroplastos se ve alterado por procesos de degradacién ylo por inhibicién en su formacién, se
podria asumir que sus clorofilas expuestas son susceptibles a desaparecer, Los efectos fisiolégicos
a largo plazo, tratese de una fuerte reduccién de la capacidad fotosintética y pigmentos
(Schiffgens y Lutz, op cit.),bien pueden ser el resultado de la degradacion irreversible de los
tilacoides que impide su recuperacion.

Por lo que respecta a las reacciones obscuras, el estroma es el almacen de las enzimas
involucradas en la fijacion de COg, por lo que su alteracion puede estar directamente relacionada

con la inhibicién de la fijacién de este compuesto observada en casos de exposicion a ozono
(Thomson, op cit.; Dugger y Ting, op cit.). Se ha considerado que el aumento en densidad del
estroma puede ser el resultado de la coagulacion de la Rubisco (D-ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa) (Thomson et.al., op cit.) -muy susceptible a oxidarse por ser rica en grupos
sulfhidrilo- y cuyo contenido se ve menguado considerablemente en Medicago sativa L.después de
ser expuesta a ozono (Pell y Pearson, 1983).

Presencia de polisacAridos segtin la edad. Los diferentes grupos de hojas de determinadas
edades presentes en un momento dado juegan papeles distintos en la economia del carbono del
arbol. La energia requerida para el crecimiento de nuevas hojas en numerosas coniferas se deriva
en parte del carbén almacenado y de los productos fotosintéticos de las hojas de los afios
antoriores (Chabot y Chabot, op cit.). El almidén observado en cloroplastos aiin inmaduros en los
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estudios de Chabot y Chabot (op cit.) y Senser et al, (1975) y en el presente trabajo(I'ig. 1A), debe
ser explicado como un aporte proveniente de las hojas maduras, pues al menos en Abies religiosa
éste no puede ser el resultado de su propia actividad por carecer de tilacoides, de modo que deben
fungir como amiloplastos.

Una vez que las hojas del afio en curso se han desarrollado y adquieren capacidad
fotosintética -lo que ocurre muy pronto- asumen el papel principal en el suministro de carbono a
la planta para su crecimiento, mantenimiento y almacenamiento, Las hojas contribuyen cada vez
menos al mantenimiento de la planta conforme envejecen (Chabot y Chabot, op cit; Bidwell, op
cil.)

La marcada reduccion del contenido de almidén en los cementerios desde el UCA
constituye un sintoma real de un estado afectado. Tingey et al. (1976a) han mencionado que las
exposiciones crénicas a ozono abaten la tasa fotosintética de las hojas mas viejas, pero que
estimulan la fotosintesis de las hojas del UCA, abatimiento que surge previo a la aparicién de
dafio visual. En condiciones de exposicion a ozono en el campo, se ha descrito que los tejidos que
han padecido clorosis por mucho tiempo y estan préximos a la necrosis carecen casi por completo
de almidén (Karenlampi op cit); esto pone de manifiesto que la edad en este caso se traduce en
tiempo de exposicidn y por lo tanto grado de dafio o deterioro.

Es pertinente sefialar que Senser e al. (op cit.) han determinado que el contenido de
almidén en el meséfilo decrece, por su utilizacién, de las células situadas inmediatamente por
debajo de la epidermis a aquellas cercanas al haz vascular de acuerdo al gradiente de intensidad
de la luz .

Finalmente, hay que considerar que para el reestablecimiento de los grupos sulfhidrilo y
lipidos insaturados oxidados por ozono, de manera que el transporte normal y la permeabilidad de
las membranas se restauren, se necesita una fuente endégena de energia (Guderian, op cit.),
proceso que se dificulta por la situacién recientemente expuesta.

Transporte de carbohidratos. A diferencia de la desaparicién de almidén del tejido
fotosintético en Cementerio y Casamanero, en Lobos se conserva en células de tres afios, ain
cuando existan claras evidencias de dafio en ese tejido. Se han reportado casos de células
fotosintéticamente activas que acumulan almidén después de su exposicion a ozono, sea
experimental (1.00 ppm por 7 hr durante 23 dias), o en el campo -naturalmente- (Schiffgens y
Lutz, op cit.).

En Tingey (op cit.) y Wellburn y Wellburn (1994) esta conservacion se verifica en casos de
exposicién aguda. La similitud de los sintomas presentes en los cloroplastos de Lobos con los
reportados por Pell y Weissberger (op cit.), Thomson et al. (op cit.) y Miyake et al, (1984) en los
que a pesar de la degradacién y deformacion de cloroplastos, hay una permanencia de tilacoides y
granos de almidén, permite suponer que el dafio en estas células es méas inmediato (dafio agudo),

de manera que no hay tiempo para que se verifique un proceso de disolucién de mlacozdes yse -

avite la produccion de almidén.

La acumulacién de almidén en el tejido fotosintético y su disminucién en el resto de los
tejidos, bien pueden ser el resultado de una baja traslocacién de productos fotosintéticos, ya que
segiin Hanson y Stewart (1970) el almidén se acumula en las hojas durante las horas del dia
cuando la fotosintesis excede la tasa de traslocacién de sus productos -lo que supone que los
tejidos del cilindro central y el parénquima esponjoso inclusive, deben estar saturados de almidén,
situacién que no se verifica en Lobos-. Adema4s, segin Karenlampi (op cit.) y Senser (op cit.), es
comun ver grandes granos de almidén en células de endodermis, parénquima de transfusién y en
algunas traqueidas de transfusién.

Segin Hanson y Stewart (op cit.) los oxidantes fotoquimicos de alguna manera pueden
bloquear o retardar ciertos pasos del proceso hidrélisis-traslocacion del almidon,
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El almidén normalmente se degrada a carbohidratos de bajo peso molecular que se
exportan por el floema hacia varios sitios para su utilizacién (Schiffgens y Lutz, op cit.). El aztcar
de transportacién mas comin parece ser la sacarosa (soluble), los azficares reductores (glucosa y
[ructosa, de los cuales estd formada la sacarosa) rara vez se encuentran; sin embargo los
oligosacaridos a base de sacarosa se localizan frecuentemente como importantes aziicares de
transportacion (Bidwell, op cit.).

El tejido de transfusién y las células albuminosas son tejidos caracteristicos de las
gimnospermas y median la acumulacién de aziicares y otros compuestos y juegan un papel muy
importante en su "cargamento" o transporte a las células cribosas del floema para su exportacién
al rosto de la planta (Mauseth, op cit.; Carde, op cit.).

Por cuanto a la endodermis, su posicién anatémica la ubica en la confluencia de dos flujos
opuestos; un flujo enddgeno de metabolitos fotosintéticos elaborados en el meséfilo que se dirigen
al floema por la via de las células albuminosas o de Strasburger, y uno exégeno de agua que corre
dal xilema a las traqueidas de transfusién y finalmente al meséfilo y estomas. Se considera que la
endodermis no es muy diferente de otras células parenquimaticas en relacién a la traslocacién de
los solutos, actuando solamente como intermediario pasivo (Carde, 1978),

Segtin las gréaficas de distribucion de carbohidratos en los tejidos de Cementerio y
Casamanero el poco almidén que existe es traslocado del parénquima en empalizada hacia los
tejidos del cilindro central. Los niveles de carbohidratos en floema con relacién al resto de los
tejidos permiten suponer que efectivamente hay transporte al resto de la planta -aunque escaso
por el bajo contenido de carbohidratos en las aciculas, lo que apoya la idea de que el problema
radica en la disminucién de la sintesis de almidén del parénquima fotosintético. En cambio en los
maleriales de Lobos, la mayor acumulacién de carbohidratos en parénquima en empalizada
superior e inferior en relacion al resto de los tejidos sugiere que es la manifestacion de un
transporte alterado. Schiffgens y Lutz (op. cit) en sus estudios por determinar el efecto del ozono
afirman que la acumulacion inusual de almidén puede ser el resultado de una interrupcién en la
conexién entre la fuente y el sitio de utilizacién, indicando posiblemente una perturbacién a nivel
de transporte a través de la envoltura del cloroplasto. Al igual que en el presente estudio, no
consideran que el problema radique en la capacidad de transporte del floema por no estar
colapsado (por 0zono en su caso). En cambio, en los estudios de Wellburn y Wellburn (op c¢it.) la
acumulacién de almidén que se efectta en las células endodérmicas, es el resultado de fallas en su
traslocacién debidas al colapso de las células cribosas, ocasionado a su vez por un severo estrés
hidrico propiciado por elevadas concentraciones de ozono, El dafio en estas células no se verifica
en casos de bajas concentraciones de ozono.

Si el dafio involucra las células paravenales se puede afectar el transporte del
fotosintetizado de las células de parénquima al floema (Pell y Weissherger, op cit.), pero tampoco
os dste el caso, '

52



LIPIDOS

La prueba empleada para la deteccién de lipidos reacciond exclusivamente con aquéllos
que conforman la capa de cuticula que envuelve a la acicula. Esto permitié comprobar que
aunque en ciertos casos puede ser ligeramente escamosa en su region superior, en todos los
cementerios se encuentra integra -sin rupturas y hoquedades-, incluyendo aquellos casos en que
se sithia sobre las células necrosadas del parénquima en empalizada; no asi en algunos de los
casos en que ha habido infestacién por insectos -que son los menos-. Esto indica que no hay
aparentemente otros agentes externos que causen deterioro conspicuo de la cuticula con el que
se pudieran afectar los tejidos subyacentes.

El grosor de la misma no puede determinarse con esta técnica por lo que no es posible
comprobar reduccion en sus dimensiones, sin embargo, en algunos casos en muestras de
cementerios parece mas angosta en su parte superior que en la inferior, lo cual probablemente
sea un efecto de desgaste natural.,

ENDODERMIS

La técnica en "epon" permite descubrir en el citoplasma de las células de matriz de la
endodermis dos tipos de compuestos lipidicos que se distinguen por su apariencia fisica. Unos
aparecen como diminutas gotas poco evidentes al microscopio de luz, mientras que al
microscopio electrdnico tienen un aspecto terso, moderadamente electrodensos y estan asociados
a un reticulo endoplasmico muy bien desarrollado (Fig. 4C), y otros de mayores dimensiones que
los hacen ser mas facilmente visibles al microscopio de luz y que al microscopio electrénico se
aprecian como manchas informes ligeramente electrodensas que tienden a expandirse hacia la
vacuola y se encuentran libres en el citoplasma sin asociarse a membrana (Fig. 4D).

La distribucién de estos componentes es muy heterogénea entre los diversos sitios (Tabla
. ’

En TLAMACAS en el UCA y durante el segundo afio hay exclusivamente lipidos como
pequeiias gotas, en el tercer afio se presentan los dos tipos, pero predominan las gotas (Figs. 5F
y 6C).

En CEMENTERIO tinicamente existen lipidos a manera de manchas y son abundantes
en el transcurso de los tres afios (Figs. 6A y 6D).

En CASAMANERO se encuentra la misma clase de lipidos que en el anterior, s6lo que
aqui normalmente son escasos en los tres afios (Fig. 6E).

. En LOBOS escasamente hay lipidos de alguna clase en los tres afios y si se presentan
son principalmente del tipo de mancha (Fig. 6B y 6F).

Con la técnica de safranina-verde rapido las gotas a manera de manchas se tifien de rojo;
asi detectadas son evidentes casi exclusivamente en aciculas del Cementerio, ya que en
Casamanero dificilmente aparecen y en Lobos no se hallan. Con las técnicas de tincion con
tetradxido de osmio y schiff estas gotas son incoloras y refringentes.

CELULAS ALBUMINOSAS

En el citoplasma de estas células se distingue, en resina epoxica al microscopio de luz, un
material a manera de diminutas gotas, semejantes en dimension y apariencia a las existentes
en endodermis, pero que al microscopio electrémico se aprecian como pequefias gotas
ligeramente mas electrodensas que las de endodermis, dispersas homogéneamente en el
citoplasma y no asociadas a reticulo endoplasmico (Fig. 4F). Su distribucién es diferencial en los
sitios de muestreo (Tabla 7) y se presenta de la siguiente forma:
. TLAMACAS con numerosas gotitas en practicamente todos los cortes observados de los
tres afios (Figs. 5F y 6C).

CEMENTERIO es moderada en las aciculas de los tres afios (Figs. 6Ay 6D),
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TABLA 7. TIPOS DE LIPIDOS OBSERVADOS EN LOS TEJIDOS DE LAS ACICULAS DE LOS

4 SITIOS DE MUESTREO
SITIOS Y EDADES DE ACICULAS (en aiios)
EJIDOS Y LIPIDOS '
TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO LOBOS

; 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
ENDODERMIS
- Lipidos como
manchas o+ ++ + + + —

- Lipidos como

'>gotas v + —_——— —— — e — — e —
CEL. ALBUMINOSAS +H+ A + + + + + o+
jTEJ.TRANéFUSION ++ ++ ++ — —_—— —_ =
|FroEma I A - _— _—

“+++ = gbundante - ++ =moderado + =escaso __ = ausente




. CASAMANERQO salvo algunos casos en que no hay lipidos, las gotas son muy escasas en
los tres afios (Fig. 6E).

. LOBOS aunque estin presentes en casi todos los cortes de cada afio, son muy pocos
(Iigs. 6B y 6F).

TRJIDO DE TRANSFUSION Y FLOEMA

En células de tejido de transfusién y de floema, existen gotas que al microscopio
clectrénico y de luz hacen suponer que se trata de lipidos (Figs. 4E y 4G). En ambos tejidos se
presentan exclusivamente en las aciculas de Tlamacas (Tabla 7).

Los lipidos son elementos de gran importancia biolégica por cuanto a que constituyen
reservas alimenticias, pero sobre todo porque son componentes estructurales de las membranas
celulares y de la cuticula de las plantas Bidwell, op cit.).

Estos compuestos resultan ser muy susceptibles al ataque por ozono, ya sea de manera
directa por la peroxidacién de las cadenas de acidos grasos poliinsaturados (Malhotra y Khan,
op cit,; Kozlowski y Constantinidouw, op cit,; Fangmeier et al., 1990; Wolfenden y Wellburn,
1991), por el rompimiento de enlaces éster (Wolfenden y Wellburn, op cit.), o por fragmentacién
de acidos grasos poliinsaturados por la accién de radicales libres (Fangmeier et al., op cit.); o
bien indirectamente por inhibicién o reduccién de su sintesis (Runeckles y Chevone, op cit.;
Kozlowski y Constantinidou, op cit.; Wolfenden y Wellburn, op cit.) o por un incremento en la
actividad de lipasas (Tomlinson y Rich, 1969; Malhotra y Khan, op cit.).

LIPIDOS ESTRUCTURALES

En lo que respecta a los lipidos estructurales y su alteracidn, puede decirse que aunque
la porcion de 4cidos grasos de la cera de la cuticula puede reaccionar con el ozono, en el presente
estudio resulta imposible detectar cambios finos en la estructura de este componente, no asi en
el caso de las membranas de cloroplastos.

La descripeién previa sobre los cambios estructurales de los cloroplastos en el presente
trabajo, hace alusién a fendémenos como la simplificacién de los grana por reduccién en el
namero de sus tilacoides y 1a degradacién de los mismos, aspectos que han sido relacionados al
dafio por ozono. Ya que los lipidos son elementos constitutivos de todas las membranas
incluyendo por supuesto del sistema membranoso de los cloroplastos, es muy posible que el dafio
se esté efectuando a este nivel,

Los glicéridos constituyen cerca del 50% en peso de las membranas tilacoidales, una gran
proporcién de los cuales se presenta como mono y digalactosil diglicéridos, exclusivos de estas
membranas. Se ha observado que el ozono induce cambios en los lipidos de los cloroplastos,
particularmente reduciendo los niveles de estos glucolipidos (Runeckles y Chevone, op cit.); ya
sea inhibiendo su sintesis o estimulando su degradacion.

El primer caso ha sido reportado por Sakaki et al. (1990) y segin Kozlowski y
Constantinidou (op cit.), puede deberse a una previa oxidacién por ozono de los 4cidos grasos del
cloroplasto, Esta inhibicién bien puede explicar la falta de formacién de tilacoides y con ello la
smpldncaclon de los grana observados en éste y otros trabajos.

En el segundo caso, Sakaki et al. (1985) en Miyake et al. (1989) reportan que en hojas de
espinaca fumigadas con bajas concentraciones de ozono, los glucolipidos de los tilacoides
degeneran y se transforman en triacilgliceroles que se acumulan en los plastoglobuli -estudios
analiticos indican que los principales componentes de los plastogiobuli son trnacﬂghceloles y
prenilquinonas (Steinmiiller y Tevini, 1985 en Miyake ct al, 1989)-,

Segiin Sakaki et al (1990) el mecanismo de degradacién de los gluvohpldos por ozono
involucra la hidrblisis de monogalactosil diacilglicerol (MGDG) posiblemente por estimulacién
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de la galactolipasa, de manera que se verifica la liberacion de acidos grasos, principalmente de
acido alfa-linolénico [18:3] (el primer ntimero indica la longitud de la cadena -18 atomos de C-y
el segundo el ntumero de enlaces insaturados) que se modifica quimicamente a 1,2-diacilglicerol
y que a su vez se transforma en triacilglicerol.

Este proceso se ajusta muy bien para explicar los fenémenos de degradacion de tilacoides
y acumulacion de plastoglobuli de cloroplastos "G" y "H" de A. religiosa, sin embargo no explica
la causa de la "decoloracién” de aquellas estructuras membranosas, particularmente evidente
en cloroplastos "F". Es factible que ésta sea el resultado de la peroxidacién u ozonacién de los
dobles enlaces de sus cadenas de 4cidos grasos segiin se analiza a continuacion.

Bajo el principio de que los grupos olefinicos de los lipidos de membrana constituyen los
sitios de reaccién tanto del ozono como del OsOy -que sirve como fijador en los estudios de

microscopia electronica-, se ha considerado que el tratamiento previo con ozono debe oxidarlos, y
con ello reducir o eliminar la reaccién subsecuente con 0sO, (Hayes et al., 1963 en Miyake et

al., 1989; Swanson y Thomson, op cit.; Esau, 1965). A pesar de ello, los estudios de Swanson y
Thomson (op cit.) con concentraciones de 0.3 ppm durante 2 h no muestran alteracién de las
membranas e inclusive se encuentran ultraestructuralmente bien preservadas. Sin embargo, en
el presente estudio los tilacoides si son claros, lo que demuestra una escasa o quizas nula
reaccién con el OsOy, condicién que resalta como "tincién negativa" de los cloroplastos,

El proceso de ozondlisis, que consiste en la adicién directa de ozono entre las dobles
ligaduras, es de menor importancia comparado con la peroxidacion, que extrae, por medio de los
radicales libres producidos durante la exposicién a ozono o SOg, atomos de hidrégeno de los

grupos metileno entre los dobles enlaces, lo que genera una reaccion en cadena de radicales
libres (Heath, 1975; Fangmeier et al., op cit.).

El proceso recién descrito supone un incremento en la saturacion de lipidos el cual puede
manifestarse bioquimicamente por la reduccién en el contenido de acido linolénico (18:3) e
incremento de los acidos linoléico (18:2) y oléico (18:1) ("angmeier et al., op cit.; Wolfenden y
Wellburn, op cit.; Anttonen et al.,, 1995), aspecto que resulta de gran trascendencia ya que el
principal 4cido graso de los cloroplastos es el 4cido linolénico (Anttonen et al., op cit.).

Finalmente, por lo que respecta a los plastoglobuli, su pérdida de densidad estd en
funcién del mismo proceso explicado para la "decoloracién” de los tilacoides:

De acuerdo a Miyake et al (1989), los plastoglobuli usualmente muestran gran afinidad
por el 0sOy, por lo que aparecen densos; por lo tanto su baja afinidad parece ser ocasionada por

la peroxidacion de sus lipidos insaturados, misma que segiin los autores, es inducida por el
superoxido y otros oxigenos activos que se generan por la fumigacién con ozono, De esta
manera, concluyen que los plastoglobuli claros son el resultado del dafio por ozono.

Como se menciona con anterioridad, el aumento en ntmero y tamaifio de plastoglobuli,
asi como su decoloracién, son también caracteristicas de senectud de los cloroplastos.
Aparentemente la conversiéon de los lipidos estructurales de los tilacoides a triacilgliceroles
ocurre en cloroplastos senescentes y la peroxidacién de sus lipidos se debe a un aumento en la
produccién de aniones superdxido, la cual se inicia por rearreglos moleculares en los tilacoides.
De aqui que el efecto del ozono en la estructura de los cloroplastos es muy similar al de senectud
en lo que concierne al comportamiento de los lipidos (Miyake et al, 1989).

Ademas estos plastoglobuli se "desvanecen”, quizas también por efecto de la actividad de
lipasas.

Es muy posible que los mecanismos que estdn actuando a nivel de membranas de
cloroplastos estén ejerciendo su accibn sobre el resto de las membranas celulares,
particularmente plasmalema y tonoplasto de A. religiosa.
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LIPIDOS COMO DERIVADOS METABOLICOS

Lipidos de endodermis:

Ambos tipos lipidicos se describen en Carde (op cit.). Las pequefias gotas semejan
osferosomas -organulos incluidos en una unidad de membrana que se originan como vesiculas
aue contienen aceites y que se desprenden del reticulo endoplasmico (Ksau, op cit.)-, pero
rcalmente en ocasiones es dificil distinguir si se trata realmente de una membrana o de un
arreglo especial de los lipidos externos. Lo que si es real, es que estan asociados con el RE y no
libres en la matriz citoplasmatica (hialoplasma), desafortunadamente se desconoce la
- naturaleza lipidica y funcional de los mismos.

Los lipidos a manera de manchas son lipidos neutros -triglicéridos y estéridos- y
aumentan de tamafio al envejecer las hojas; se describen como grasas de reserva que se
acumulan durante el invierno y menguan en la primavera y el verano.

Las caracteristicas del contenido lipidico de las aciculas colectadas en Tlamacas se
apegan mas fielmente a la somera descripcién presentada, mientras que en Cementerio y
Casamanero se da una sustituciéon de los tipos lipidicos (aumento en lipidos a manera de
mancha y disminucién de aquéllos como pequeiias gotas) y en Lobos una desaparicién casi total
de ambos.

Se ha sugerido que el ozono es capaz de inhibir una via en la sintesis de lipidos
favoreciendo el incremento del producto de una rama alterna (Swanson y Thomson, op cit.),
pero también se sugiere la hidrélisis de algunos que pueden proveer los 4cidos grasos libres
necesarios para la sintesis de otros (Tomlinson y Rich op cit.).

El ataque por radicales libres en 4cidos grasos poliinsaturados de lipidos polares
ocasiona su fragmentacién y la formacién de malondialdehido -que es un producto de oxidacién
de Adcidos grasos insaturados- y de otros fragmentos (Malhotra y Khan, op cit.; Halliwell y
Gutteridge, 1989 en I"angmeier et al., 1990). De acuerdo a los estudios de Wolfenden y Wellburn
(op cit) y Anttonen et al. (op cit.) sobre el efecto del ozono en lipidos, algunos de estos
fragmentos pueden ser 4cidos grasos libres de cadenas mas cortas que las de aquellos de los que
derivan y con mayor grado de saturacién, Ahora bien, cuando hay un incremento de acidos
grasos libres de manera que empiezan a acumularse, son transformados en triacilgliceroles, a
fin de neutralizar su efecto téxico como desacopladores de la fosforilacién y mediadores de la
desintegracién de tilacoides (Sakaki et al., op cit.). ‘

Con base en lo recién expuesto y en las descripciones de los tipos lipidicos, es factible que
aquéllos a manera de gotas sean lipidos polares con 4cidos grasos poliinsaturados -dada su
forma y densidad- que al desaparecer aporten los acidos grasos que se constituyen en los
triglicéridos con mayor grado de saturacién que son las manchas claras.

Este parece ser el caso en Cementerio y Casamanero donde se favorece la produccién de
lipidos como manchas -que tedricamente no deberian estar por la época del afio y por su
ausencia en Tlamacas- y se inhibe la de lipidos como gotas,

Es significativo el hecho de que el contenido de lipidos como manchas sea diferente en los
cementerios; se sabe que la exposicién a ozono ocasiona la pérdida de grasas neutras (Treshow
et al., 1969 y Trevathan et al., 1979 en Malhotra y Khan, op cit.; Runeckles y Chevone, op cit.)
debido posiblemente a una inhibicién de la sintesis de acidos grasos o bien por su degradacién
como se menciond previamente (Tomlinson y Rich, op cit.).

Son variados los efectos del ozono sobre los 4cidos grasos, hay quienes afirman que su
composicién permanece inalterada (Treshow et al,, 1969 y Mudd. et al., 1971a en Malhotra y
Khan, op cit) y quienes mencionan una reduccién en el contenido de todos los 4cidos grasos
(Tomlinson y Rich, op cit.). Estas divergencias pueden ser el resultado de pérdidas reales, pero
dificiles de detectar por estar involucrado tan solo un pequefio porcentaje de acidos grasos en el
ataque por ozono (Heath, 1976) o bien por tratarse de diferentes grados de dafio. De acuerdo a
los resultados, en Cementerio posiblemente la sintesis o contenido de acidos grasos sea normal,
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pero se desvian para la produccién de grasas neutras; en Casamanero posterior a la desviacién
de recursos empiecen a menguar disminuyendo el contenido de grasas neutras, ddndose en las
muestras de Lobos el caso extremo con un agotamiento total de los recursos.

b) Lipidos de células albuminosas, de floema y de tejido de transfusién:
Se desconoce la naturaleza y funcion de los lipidos de estas células. Se sabe que las

células albuminosas de Picea abies contienen compuestos lipidicos (Sutinen, op cil.) y se asume
por la naturaleza de éstas y por la reaccidn positiva a proteinas de pequefios puntos en el
floema, que los lipidos de estos dos tipos celulares tienen una fraccidén protéica -lipoproteinas-,
de manera que su disminucién en los cementerios pueda estar relacionada a alteraciones en el
metabolismo de las proteinas segin se analizard posteriormente, o bien, a una reduccion,
peroxidacién y/o hidrélisis de sus icidos grasos, ya que su alta densidad hace suponer que son
lipidos poliinsaturados muy susceptibles a esos procesos.

Por cuanto a los lipidos del tejido de transfusion, es posible que su descenso se explique
por los mecanismos ya mencionados.
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PROTEINAS

La técnica aplicada en este trabajo sdlo permitié la tincién diferencial de ciertos
componentes del floema, mismos que parecen coincidir con las diminutas gotas de lipidos
observadas en este tejido al microscopio electrdnico y con los pequefios puntos que se describen
en la seccion de carbohidratos.

Aunque en el presente estudio no es posible determinar el contenido protéico de los
tejidos, en numerosas investigaciones se ha reportado su rapido decremento en hojas, tallos y
raices bajo exposiciones agudas a ozono. Esta disminucidn se ha asociado a una marcada
descomposicién de las proteinas a aminoacidos 0 a una inhibicién en la sintesis de proteinas
como consecuencia de un dafio del reticulo endoplasmico (Heath, 1975; Rabe & Kreeb, 1979;
Ting y Mukexji, 1971 y Constantinidou y Kozlowski, 1979 en Malhotra y Khan, op cit.). De ahi
que si los lipidos de células albuminosas y de floema son lipoproteinas, la reduccién de su
contenido, asi como del de los lipidos de endodermis asociados a reticulo endoplasmico, quizéas
pueda explicarse por estos mecanismos.

Por lo que respecta a las alteraciones observadas a nivel ultraestructural de citoplasma y
sistemas membranosos de cloroplastos, aunque mno sea posible identificarlas a nivel
histoquimico, pueden estar asociadas de alguna manera a modificaciones en el metabolismo de
las proteinas, las cuales probablemente se inducen por ozono.

Este contaminante puede oxidar aminoacidos susceptibles, esenciales para conferir o
mantener la estructura terciaria y/o la actividad de las proteinas (Malhotra y Khan, op cit). La
pérdida de la estructura terciaria o desnaturalizacién ocurre cuando se rompe el sistema de
enlaces y la proteina puede coagularse o precipitarse (Bidwell, op cit.). Ya que la matriz
citoplasmatica y particularmente su sistema de microtibulos esta constituido por proteinas, es
posible que su granulacién y aumento de densidad, sean consecuencia de una alteracién
estructural de las mismas, :

Es factible que este fendmeno también ocurra a nivel de membranas. Se piensa que la
reaccion del ozono con las proteinas expuestas del plasmalema la desorganizarfa ,y con ello
alteraria el metabolismo celular. La reaccién con estas proteinas parece involucrar los residuos
de amino4cidos arométicos (triptofano y fenilalanina) y el aminoacido con grupo sulfhidrilo
(cisteina), importantes para la integridad estructural de las proteinas (Heath, 1980 y Mudd &
Freeman, 1977 en Kozlowski y Contstantinidou, op cit.). Si es asi, este fenémeno debe
involucrar todos los sistemas membranosos.
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METABOLITOS SECUNDARIOS
COMPUESTOS FENOLICOS
FENOLES EN VACUOLAS

Las técnicas de OsO4 y de safranina verde réapido permiten la identificacién de

compuestos fenélicos que normalmente llenan las vacuolas de las células de parénquimas en
empalizada, esponjoso, endodérmico y de transfusién, asi como de vacuolas de células
epidérmicas y células taniferas.

Ademés de este material existe otro que, aunque de naturaleza quimica semejante,
presenta un arreglo estructural diferente y no es comin o propio de tejidos sanos. Este se
encuentra a manera de cuerpos esféricos (Fig. 3G), o bien como estructuras reticulares (Fig. 44)
y naturalmente son pardas como las vacuolas moderadamente densas o claras de células
parenquimaticas.

Ambas estructuras surgen principalmente en el interior de las vacuolas de células de
tejido de transfusién y de endodermis, pero pueden presentarse atin en parénquima espon;joso,
parénquima en empalizada y epidermis; especialmente los cuerpos esféricos (I'ig. 4B y 8C). Las
fotografias en microscopio electrénico de las pequeiias esferas de las células de la endodermis y
del tejido de transfusién muestran indicios de una reticulacion (Fig. 3H), lo que hace suponer
que ambas inclusiones son realmente el mismo tipo de estructura, sélo que con distinto grado
de desarrollo: mientras la apariencia esférica es pequefia, poco desarrollada, la reticular surge
al crecer la primera, por lo que se incluyen de manera conjunta en la tabla 8.

Tanto en el tejido de transfusién como en el endodérmico coinciden ambas formas, sélo
que en el primero se tiende mas a la esférica y en el segundo a la reticular. '

TABLA 8. CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS EN FORMA DE ESTRUCTURAS
[ESFERICAS Y RETICULARES, EN ACICULAS DE Abies religiosa.

SITIOS Y EDAD (en afios) DE ACICULAS EN QUE SE

TEJIDOS PRESENTAN
TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO  LOBOS
SOLOEN3ANOS SOLOEN3ANOS  DESDE UCA DESDE UCA
- |ENDODERMIS X X : XX XX
TEJ. TRANSF. X , X XX XXX
X=P0OCO XX = MODERADO - XXX = MUCHO

Los resultados demuestran que las muestras del sitio Lobos posee no sélo los mayores
niveles de este tipo de compuestos fendlicos, sino que sobrepasan con mucho los del resto de los
cementerios, lo cual indica nuevamente una respuesta més intensa de este sitio al agente
perturbador, misma que se verifica ya desde el UCA. En Casamanero la respuesta es menor,
pero igualmente temprana; mientras que en Cementerio y Tlamacas es pobre y ocurre sélo
hasta los tres afios.

Las pruebas realizadas en plantulas demuestran que la produccién de estas estructuras
es igual o mas elevada que en los arboles maduros de Lobos, ya que se aprecian no sélo en la
endodermis y en el tejido de transfusion, sino en casi todos los tejidos (Fig. 8C).
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COMPUESTOS FENOLICOS EN CELULAS NECROSADAS

Como se menciona en capitulos anteriores, las células cuyos contenidos han sufrido un
proceso litico presentan como unico vestigio restos de paredes pero con un notable
cngrosamiento, particularmente en su parte superior, que reacciona positivamente como
compuesto fentlico con la técnica de safranina verde.

El término "compuesto fenllico" comprende una extensa variedad de substancias
vegetales que poseen en comin un anillo aromatico portador de uno o mas radicales oxhidrilo.
Se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas y sus funciones son tan numerosas, que
no siempre son bien conocidas. Se sabe que pueden jugar un papel relevante en los procesos
fisiolégicos de las plantas que los producen, p.ej. el transporte de electrones de la fotosintesis;
asi mismo pueden tener importancia a nivel ecolégico, p.ej. la polinizacién por insectos de las
flors que los contienen; o bien, como mecanismos de defensa contra patégenos -hongos, bacterias
y virus- 0 herbivoros -insectos- (Robinson, 1993).

En esos casos, los fenoles son componentes que se presentan comanmente en las plantas,
de la misma manera que los taninos dentro de las vacuolas de células parenquimaticas sanas de
algunas coniferas como Picea abies y Abies balsamea entre otras (Chabot y Chabot, op cit.;
Sutinen, 1987), lo que implica que el contenido de las vacuolas de A. religiosa no es mas que el
material ergéstrico propio de estas células, ademés de que representa una parte importante de
las reservas de carbono de la hoja (Horborne, op cit.; Chabot y Chabot, op cit.). Este aspecto
resulta de particular importancia, pues segin descripciones previas, hay una continua y
marcada degradacion de estos compuestos en las vacuolas de los tejidos de cementerios, lo cual
debe significar un agotamiento de dichas reservas.

Por otra parte, segin los resultados, en A. religiosa existen ademés de los taninos
normales, compuestos fenélicos que no constituyen un material propio de tejido sano y cuya
sintesis se estd viendo estimulada de alguna manera; se trata de los cuerpos esféricos y
reticulares, y de los depdsitos en paredes de células necrosadas. Aunque los  cuerpos
esféricos han sido reportados en Chabot y Chabot (op. cit) en Abies balsamea, se desconoce su
origen, Muy posiblemente todos ellos corresponden a las substancias conocidas como
fitoalexinas, esto es, aquellas que son toxicas para los patégenos pero que se producen sélo
durante o a continuacién de su invasién y que frecuentemente son derivados fenélicos (alexina
significa evitar o guardar contra) (Bidwell, 1990), No obstante que esta definicion por si misma
implica la intervencién de un factor biético -del cual ademas no hay evidencia en Abies religiosa-
, el ozono es también un eficaz estimulante de la sintesis de estos compuestos. Segun Eckey-
Kaltenbach et al. (1994), una sola exposicién a ozono (0.2 ppm/10 h), es capaz de inducir en
perejil la produccién de fitoalexinas de furanocumarina, las cuales de otra mamnera son el
resultado de la infeccién por hongos,

La acumulacién de fenoles inducida por ozono se reporta en muchas especies vegetales.
Algunos estudios detectan un aumento de fenoles totales o bien elevados niveles de acidos
clorogénico y caféico (o-difenol), antocianinas, glucésidos, derivados - flavonoides y
{uranocumarinas (Howell y Kremer, op cit.; Howell, op cit.; Tingey, 1974; Keen y Taylor, 1975;
Eckey-Kaltenbach et al,, op cit.). La acumulacién de este tipo de compuestos a su vez se ha
relacionado a la enzima fenilalanina amonio liasa -PAL-, que es una enzima clave en su
biosintesis y cuya actividad se ve estimulada por la exposicién crénica -0 inica- a ozono (Tingey,
op cit.).

La fenilalanina, la tirosina y el triptofano se forman por una via comin a muchos
compuestos fenélicos denominada via del dcido shikimico. Una vez formada la fenilalanina sufre
una reaccién de desaminacién en la que un amonio es liberado con la participacién de la PAL
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dando origen al 4cido cindmico. Una serie de reacciones van dando lugar a otros productos
segin se muestra a continuacion.

fenilalanina __PAL* . &c. cindmico
I+ 0H
tirosina TAL* , | 4&c. cumdrico y amonia
+ OH
ac. caféico + OH - ac. clorogénico
[+ cH3
ac. fertlico

* PAL= fenilalanina amonio liasa ~ TAL= tirosina amonio liasa

Estos compuestos relativamente simples tienen la propiedad de formar pigmentos en las
hojas de muchas especies vegetales, ya sea dando origen a diversos derivados como las
cumarinas, la lignina, los flavonoides, los taninos, las antocianinas; o bien, oxidandose a sus
respectivas o-quinonas que se polimerizan con aminoécidos, proteinas, aminas y grupos
sulfhidrilo (Bidwell, op cit.; Robins, op cit., Howell y Kremer, op cit.; Howell, op cit.)

Por lo que respecta a los cuerpos esféricos y reticulares, la gran afinidad inicial que
muestran los primeros al 0sO4 y a la técnica de PAS, indica que son glucésidos cuya fraccion

fendlica es muy posiblemente un o-difenocl, o bien, una o-diquinona. Es factible ademas, que el
incremento en tamaifio y adquisicién de la forma reticular sea el resultado de una continua
polimerizacién de estos compuestos, que por alguna razén van perdiendo su afinidad al 0sOy y

al Schiff, quizds porque se asocian a otras fracciones quimicas.

I.a hidrélisis de los pigmentos encontrados por Howell y Kremer (op cit.) en plantas fumigadas
con ozono, indica que son polimeros formados por una porcién fendlica (un o-difenol), veinte
aminoacidos, siete metales y dos azficares. En el presente trabajo se desconoce el factor que
pudiera propiciar la polimerizacién, sin embargo, como se menciond previamente, son las
quinonas, derivados de la oxidacién de los fenoles, las que facilmente se polimerizan y segin
Howell y Kremer (op cit.) el ozono puede oxidar directamente estos compuestos.

En cuanto a la necrosis con acumulacién de compuestos fenélicos en el parénquima en
ompalizada de A. religiosa, recuerda la reaccion de hipersensibilidad de muchas plantas
(particularmente mono y dicotiledoneas) como mecanismo de resistencia a la invasion de
patégenos -proceso que en ocasiones va asociado a la formacién de un tejido subyacente de
cicatrizacién (Keen y Taylor, 1975; Mauseth, op cit.). El ozono, sin embargo, puede producir el
mismo efecto (necrosis); la presencia de lesiones pigmentadas ha sido descrita por Howell y
Kremer (op cit.), Howell (op cit.), Keen y Taylor (op cit) y Treshow (1984), y aparentemente
puede involucrar la evolucién de dos fenémenos: sintesis de compuestos fendlicos y su oxidacion
por via enzimatica,

Keen y Taylor (op cit.) y Howell y Kremer (op cit.) encuentran que ciertos compuestos
flavonoides de plantas expuestas a ozono est4n asociados a tejidos necréticos y ya que su
acumulacién es mucho menor en aquellos casos en que la necrosis es mas inmediata que cuando
es més tardia (Keen y Taylor, op cit.), se deduce que su sintesis es previa a la necrosis. Este
aspecto concuerda con los resultados de Howell y Kremer (op cit.) en los que el pigmento se
produce antes de la deteccién visual de los daiios. Este fenémeno posiblemente se relacione con
la estimulacién de la PAL como se sefiala previamente. Aunque se desconoce el mecanismo que
desencadena la acumulacién de estos compuestos, Keen y Taylor (op cit.) consideran que puede
ser el cambio en la permeabilidad de las membranas celulares ocasionado por ozono.
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Ahora bien, ya que la acumulacion de estos pigmentos estd estrechamente asociada a la
necrosis y que quimicamente éstos son el resultado de una polimerizacion, posiblemente de
componentes flavonoides que se han oxidado y de aminodcidos o proteinas, se cree que queda
involucrado el proceso de oxidacién a través de enzimas oxidantes,

La oxidacién de los fenoles puede seguir dos vias, por contacto con las enzimas del
complejo fenolasa: polifenol oxidasa -PPO- (catecol oxidasa) y peroxidasa, y por oxidacién
directa por oxigeno molecular, en las que el ozono puede ser el promotor.

Los fenoles estdn presentes en cloroplastos y vacuolas de las células vegetales. La
enzima PPO y otras del complejo fenolasa estan ligadas a los tilacoides o al estroma y al
citoplasma. Aunque dichas enzimas y sus sustratos se encuentran préximos, no pueden
reaccionar hasta que una alteracion fisica (ya sea una herida, la invasién de patdgenos o el dafio
por insectos) o el proceso de senectud natural alteren la permeabilidad y/o la integridad de las
membranas, exponiendo los fenoles a las enzimas oxidantes permitiéndoles reaccionar en
presencia de oxigeno (Tolbert, 1973; Howell y Kremer, op cit.; Howell, op cit.; Tingey et al.,
1975; Bidwell, op cit.).

Este proceso puede ser inducido directamente por ozono debido a su capacidad de alterar
la estructura de las membranas celulares (Howell y Kremer, op cit.; Howell, op cit.). Dado que
en A. religosa no hay evidencia de dafio por los factores primeramente sefialados, queda la
posibilidad de que el ozono sea el responsable de la pigmentacion de células necréticas con la
participacién de las enzimas y substratos asociados a citoplalsma y vacuolas respectivamente.

Es posible que un fenémeno similar ocurra a nivel de cloroplastos con las enzimas y
substratos relacionados a ellos, La enzima del complejo fenolasa asociada a estos organelos es la
PPO, que se encuentra en forma latente en los séculos de los tilacoides. En cloroplastos intactos
los substratos no pueden alcanzar su sitio activo, pero al perder su integridad, estos sitios
quedan expuestos catalizando la oxidacion de mono y dihidroxifenoles (Tolbert, op cit.;
Czaningki y Catesson (op cit.).

A este respecto es importante resaltar que la degradacion de tilacoides descrita en
capitulos anteriores, es signo de que se ha llevado a cabo la pérdida de compartamentalizacién,
y que la existencia de cloroplastos rojos (Figs. 7F y TH) revelados por la técnica de tincién con
safranina, puede ser la manifestacion histoquimica del contacto de la enzima y su substrato, ya
que segin se menciona previamente, la safranina es afin a los compuestos fendlicos.

La coloracién roja de cloroplastos siempre que sea por o-diquinonas, bien puede ser el
resultado de la oxidacién directa por ozono de los o-difenoles posiblemente presentes en
estroma; de esta manera puede coincidir el aumento de densidad del estroma y la conservacion
de la integridad de los tilacoides como en el caso de los cloroplastos "F".

Es igualmente posible que la tincién de los cloroplastos no involucre necesariamente
productos oxidados, sino sus correspondientes o-difenoles, en cuyo caso el aumento de densidad
del estroma de cloroplastos que aln poseen tilacoides claros pero integros sea resultado de la
afinidad del OsO4 con estos compuestos. Si esto es asf, el incremento de densidad del estroma

podria reflejar una elevacién en la cantidad total de compuestos fenélicos -o-difenoles- en el
cloroplasto, El estimulo de la sintesis de estos compuestos se ha reportado por efecto del ozono
segln se seiald previamente.

Los o-difenoles tales como los #4cidos clorogénico y caféico en altas concentraciones
suprimen la fijacién del COg y el desprendimiento de Og; al afiadir al cloroplasto un aceptor de

clectrones exégeno, se anula el efecto del o-difenol, lo que sugiere que la supresibn de la
fotosintesis reportada como dafio por ozono bien puede deberse a la accién de o-difenoles y o-
diquinonas actuando como donadores o aceptores de electrones que desestabilizan o
interrumpen la via normal del flujo de electrones de la fotosintesis o cambiando el potencial
rédox de los intermediarios de la cadena de transporte de electrones. La foto-reduccién parcial
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de las o-diquinonas también produce semiquinonas altamente reactivas e inhibidoras (Howell,
op cit.).

Finalmente es importante sefialar que el ozono estimula la produccién de alfa-tocoferol, y
ya que los tocoferoles son importantes antioxidantes, su incremento indica el acrecentamiento
de un estrés oxidativo (Schmieden y Wild, 1994; Robinson, op cit.). Los tocoferoles que en
general constituyen la vitamina E se encuentan en aceites vegetales, y ya que en especial los
alfa-tocoferoles se localizan exclusivamente en plastos (Robinson, op cit.) y que los plastoglobuli
son elementos lipidicos que contienen grandes cantidades de  alfa-tocoferolquinona
(Muhlethaler, op cit.), es de suponer que el incremento de estos Gltimos en cloroplastos "G" y
"H" de A. religiosa repercute en un aumento en el contenido de tocoferoles en estos organelos,
muy posiblemente como resultado a su exposicién a ozono.

Destaca ademas el hecho de que aunque estos compuestos son agentes antioxidantes,
extrafiamente pueden acelerar la peroxidacién de lipidos al elevarse sus concentraciones
(Robinson, op cit.), fendmeno que posiblemente se esté llevando a cabo en los plastoglobuli de
cloroplastos de A, religiosa.

CRISTALES DE OXALATO DE CALCIO

En algunas muestras de aciculas de cementerios incluidas en resina epéxica, se aprecian,
en células de parénquima en empalizada, proyecciones internas de la pared impregnadas de
cristales a manera de rafidios (Fig. 5D). Sin embargo, ya que estas estructuras pueden ser muy
Dpoco perceptibles, es muy factible que hayan pasado inadvertidas en muchos casos, lo que evita
la determinacién de un patrén de ocurrencia.

Estas formaciones cristalinas han sido descritas por Fink (1991) en aciculas de Picea
abies expuestas a ozono y estan constituidas de depésitos de callosa y celulosa de la pared con
inclusiones de oxalato de calcio.

Ya que segin el autor, las coniferas en general "guardan” el calcio en el apoplasto (a
diferencia de las angiospermas que lo acumulan en el simplasto), estos precipitados cristalinos
dentro de sus células indican que ha habido un flujo desmedido de calcio hacia el protoplasma,
generado muy posiblemente por el ozono, al alterar la permeabilidad de las membranas. Esta
penetracién a su vez favorece la formacién de callosa al activar la enzima 1,3- glucano
sintetasa, lo que explica su acumulacién. Ademés, el flujo excesivo de este elemento promueve
la senescencia, ya que desencadena procesos catabélicos como la activacién de la fosfolipasa y la
lipoxigenasa, que provocan un reciclamiento méas acelerado de las membranas y con ello un
aumento de su permeabilidad. El calcio a elevados niveles en el apoplasto y bajos en el
simplasto, retarda la senescencia, mientras que de manera inversa la promueven (Fink, op cit.).

La presencia de este tipo de formaciones cristalinas en A. religiosa sugiere que el proceso
recién descrito se esta llevando a cabo en esta especie.
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SINTOMAS VISIBLES
DANOS EN LAS ACICULAS

Las aciculas colectadas en Tlamacas se muestran sanas tanto en el haz como en el envés
(I'ig. 8I) -salvo escasas lesiones ocasionadas por insectos desfoliadores-. Las aciculas de los
cementerios presentan evidencias macroscopicas de dafio, que aunque pueden variar en cuanto
a su extension entre los sitios, su apariencia es la misma en los tres cementerios y coinciden con
los sintomas reportados por Alvarado (op cit) y Alvarado et al. ya desde 1987 (b). Estos se
aprecian como diminutos puntos claros presentes exclusivamente en el haz (sin sintomas
visibles en el envés) localizados preferentemente en la base (Iig. 8E) -lo que concuerda con las
alteraciones en el parénquima en empalizada descritas con anterioridad-. Con el tiempo
empiezan a cambiar su coloracién y a coalescer (I'ig, 8F), extendiéndose lateralmente hacia el
apice, de manera que pueden observarse casos extremos de hojas cuyos limbos se han tornado
café-rojizos, conservindose intacta la zona de la hendidura que corresponde al cilindro central
(Fig. 8G). Con frecuencia la lesién se agudiza en los méargenes u orillas de la acicula, haciéndose
entonces evidente también por el envés, ya que en esa zona el tejido corresponde al parénquima
en empalizada. Finalmente el envés en su totalidad toma una coloracién amarillenta (Fig. 8H).

El detrimento de las aciculas se hace mas conspicuo con la edad y culmina en la
abscision prematura de las hojas mas maduras (desde 3 aios) (Fig. 9C), en tanto que las
lesiones se van desarrollando en aquellas més jovenes que se han conservado (1 y 2 afios).

Por lo que concierne a ataques por desfoliador (posiblemente Evita hyalinaria segin lo
reportado por Vazquez, 1988), existen indicios en los tres cementerios, particularmente en el
arbolado de Casamanero, en donde varias de sus aciculas manifiestan alguna lesién, pero sin
ser de caracter grave. La evidencia inicial se observa en el envés, razon por la cual se detectan
los daiios en el parénquima esponjoso antes descritos, y consiste en la presencia de diminutas
perforaciones rodeadas por un tejido costroso café, formando manchas redondas que
posteriormente se hacen evidentes en el haz -primero de color claro o cloréticas, después
obscuras-, Estas lesiones pueden distinguirse indistintamente a lo largo de la acicula y en
cualquier categoria de edad.

Los sintomas de las aciculas de A. religiosa de los cementerios y Tlamacas, descartan en
forma contundente la accién de un desfoliador como el factor de decaimiento del arbolado en el
Desierto de los Leones; mismo que tampoco puede considerarse como agente secundario de
dafio. Por otra parte, ain cuando las lesiones amorfas blanquecinas se han asociado a la
infestacion por 4caros, la ausencia de éstos en los tejidos elimina esa posibilidad en los
cementerios, en cambio bien pueden asociarse a los efectos del ozono sobre la vegetacién.

Existen cuatro tipos reconocibles de dafios por ozono que son: clorosis, decoloracion,
lesiones pigmentadas y necrosis bifacial. La clorosis esta asociada al deterioro de cloroplastos y
a la reduccién del contenido de clorofila de las células afectadas. Las lesiones de este tipo
pueden comprender areas de aproximadamente 1 mm de didmetro que coalescen dando origen a
punteado o moteado clorético (Guderian, op cit.; Hill et al., op cit.; Treshow, op cit). Estos
sintomas son mas comunes en pino donde el meséfilo no estd diferenciado, por lo que se
desarrollan en cualquier superficie de la acfcula (Hill op cit.; Davis y Wood, 1973). En células
con mesofilo diferenciado se confinan al haz (Hill, op cit; Treshow, op cit.; Lucas et al., op cit.).

La decoloracion y las lesiones pigmentadas son sintomas de muerte celular, sélo que en
el primer caso se generan espacios intercelulares que se evidencian como manchas claras; las
lesiones pigmentadas resultan de la acumulacién en las células muertas del parénquima en
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empalizada de pigmentos -antocianinas o polifenoles especificos inducidos por ozono. Estos
sintomas son por lo comin caracteristicos de arboles deciduos, arbustos y herbaceas, y ocurre
principalmente en el haz, pero esto es tan solo el resultado de poseer mesdfilo diferenciado como
en el caso de A, religiosa,

La necrosis bifacial es un caso agudo de necrosis en que el dafio se ha extendido por
ambos lados.

Los puntos claros de A, religiosa deben ser la manifestacién del dafio en cloroplastos mas
que de necrosis segn los resultados a nivel celular y tisular, y la expansion de las lesiones a lo
largo de la acicula excluyendo la nervadura coincide con lo reportado por Hill et al. (op cit.).

La abscisién prematura de hojas es uno de los dafios inducidos por ozono y puede ser la
consecuencia de exposiciones breves a elevadas concentraciones, pero mas a menudo es el
resultado de exposiciones prolongadas o continuas y debiera considerarse como un sintoma
crénico (Taylor, 1973; Parmeter y Miller, 1968 en Taylor, 1984; Costonis y Sinclair, op cit.;
Lvans y Leonard, op cit; Rich, op cit). De acuerdo a Byres et al. (1992) y Lucas et al. (op cit.),
esta abscisién es el resultado de una senectud temprana de las hojas promovida por ozono,
misma que se comprueba a nivel histolégico y ultraestructural con los estudios de numerosos
autores, entre ellos los de Ojanpera et al. (op cit.), los cuales coinciden con los sintomas
observados en A, religiosa.

Finalmente, es importante sefialar que cualquier factor que afecte la tasa de produccién
o sobrevivencia de las hojas fotosintéticamente activas, repercutira a largo plazo en el
crecimiento de la planta (Byres et al., op cit.).

VIGOR Y TIPO DE MUERTE
DEL ARBOLADO

Todo proceso patologico se manifiesta tarde o temprano en una disminucién del vigor -
vitalidad- del &rbol que lo padece, por lo que a continuacién se sefiala por una parte el vigor del
arbolado de cada uno de los sitios y por otra el vigor promedio del arbolado del Desierto de los
Leones (los tres sitios) segin la clave antes propuesta.

TABLA 9. VIGOR DEL ARBOLADO DE CADA UNO DE LOS SITIOS ESTUDIADOS

VIGOR ' SITIOS

TLAMACAS _ CEMENTERIO __ CASAMANERO _ LOBOS

MUY BUENO 67 % :

BUENO 25 8% 25 %
MODERADO 8 50 92 % 58
POBRE 17 8 17
MUY POBRE 8

CASI MUERTO 17
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TABLA 10. RELACION TOTAL DEL VIGOR DEL ARBOLADO EN
EL DESIERTO DE LOS LEONES
VIGOR NO. TOTAL DE PORCENTAJE
ARBOLES

BUENO 3 8

MODERADO 25 69

POBRE 5 14

MUY POBRE 1 3

CASI MUERTO 2 6

En relacién al dafio por agentes abiticos y fisicos se tiene:

TABLA 11. AGENTES BIOTICOS Y FISICOS QUE AFECTAN EL ARBOLADO DE CADA UNO
DE LOS SITIOS ESTUDIADOS
AGENTES SITIOS Y DANO
TLAMACAS CEMENTERIO CASAMANERO LOBOS
% TP % % TP % | % TP % % TP %
BIOTICOS
83 lig. 40 |33 mod. 50 | 16 sev.100 | 25 lig. 33
mod. 20 sev. 50 mod, 66
sev. 40
FISICOS 50 lig. 100 8 lig. 100 } 33 lig. 100 [ 17 lig. 100
TP = Tipo de dafio lig = ligero mod = moderado Sev = severo

De acuerdo a la tabla 11, en Tlamacas 50% del arbolado presenta algin dafio fisico, pero
son lesiones ligeras que no afectan fuertemente el vigor. El 83% presenta dafios por agentes
bidticos y pueden ser ligeros 40%, moderados 20% y severos 40%. El factor més frecuente es el
ataque por descortezador (posiblemente Pseudohylesinus variegatus que se presenta como
descortezador secundario del oyamel, segiin Vazquez, 1988), pero en la mayoria de los casos no.
es exitoso; le sigue en importancia el muérdago (quizéas del género Arceuthobium de acuerdo a
Vazquez, 1988) cuya invasién es severa y finalmente los Acaros que se observan muy
escasamente pero con dafios severos.

En Cementerio hay dafios fisicos en 8% de los casos, pero son ligeros. Hay invasion de
descortezadores en un 33% de los cuales 50% consituye dafio moderado y 50% severo.

En Casamanero hay presencia de descortezadores sélo en un 8% a manera de dafio
severo y hay evidencias de ataque por desfoliador en algunas aciculas, aproximadamente hasta
en un 20% pero con lesiones escasas, por lo que no se puede considerar pernicioso. También se
detectan tumores en un 8% con caricter severo. Por cuanto a los darios fisicos, existen en un
38% de los casos; los cuales son ligeros.

En Lobos la aparicién de descortezadores esta en el 25 % de los casos, y los dafios pueden
ser ligeros (33%) o moderados (66%). Los dafios fisicos se aprecian en un 16 % y son ligeros.

La tabla 12 muestra, en resumen, los dafios evidentes en el arbolado del Desierto de los
Leones.
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TABLA 12, RELACION TOTAL DEL ARBOLADO DEL DESIERTO DE LOS LEONES
DANADO POR AGENTES BIOTICOS Y FISICOS.

- TOTAL DE ARBOLES CON DANOS FISICOS 22 %
- TOTAL DE ARBOLES CON DESCORTEZADOR 22 %

- TOTAL DE ARBOLES ESTUDIADOS 36 100 %
8
8

Aunque el tipo de muerte que sufre el arbolado es un pardmetro que se emplea para la
determinacién del vigor, se considera por separado. Los resultados son los siguientes.

TABLA 13. TIPO DE MUERTE DEL ARBOLADO EN CADA UNO DE L.OS SITI0S
LSTUDIADOS

TIPO DE MUERTE SITIOS
TLAMACAS  CEMENTERIO CASAMANERO __ LOBOS
ASCENDENTE 8% 83 % 66 % 66 %
AZAROSA 25 16
ASCENDENTE LATERAL 16 33
COMPETENCIA* 16
NO DETERMINABLE 16

*La competencia refiere el dafio por interferencia fisica con otro arbol.
NOTA: El resto del porcentaje de Tlamacas no muestra sefiales de muerte prematura por algin
factor.

Los patrones de muerte del arbolado del Desierto de los Leones en orden de importancia
son:

TABLA 14 RELACION TOTAL DEL TIPO DE MUERTE DEL ARBOLADO DEL DESIERTO
DE LOS LEONES

- TOTAL DE ARBOLES ESTUDIADOS 36 100 %
- TOTAL DE ARBOLES CON MUERTE ASCENDENTE 26 72 %
- TOTAL DE ARBOLES CON MUERTE ASCENDENTE LATERAL 6 16 %
- TOTAL DE ARBOLES CON MUERTE AZAROSA 2 b %
- TOTAL DE ARBOLES CON MUERTE NO DETERMINABLE 2 5 %

Los resultados sefialan que la mayor o menor pérdida de vigor del arbolado de Tlamacas
es, al menos en principio, de origen bioldgico, no asi la de los cementerios -no obstante que el
arbolado se ve mas seriamente afectado- y la incidencia de plagas es baja en relacién al sitio
anterior y poco exitosa.

De acuerdo a la observacién personal y a la literatura (Alvarado et al., 1987b; y
Alvarado, op cit), la retencion foliar del oyamel es normalmente de 6 afios o mas, de modo que
en el Desierto de los Leones esta especie sufre una desfoliacién anormal muy marcada, ya que a
lo sumo se encuentran aciculas de tres afios.

Se sabe que el ozono causa dafio visible en forma de pérdida prematura de las hojas, de
disminucién en el crecimiento y vigor del 4rbol, predisposicion al ataque por inscctos
descortezadores y muerte del arbol (Evans y Leonard, op cit.). Si bien estos aspectos no son
exclusivos del dafio por ozono, su inspeccion es util pues indica el estado fitosanitario en que se
ancuentra el organismo y puede dar un indicio del proceso que se est4 desarrollando.

Por otra parte, aunque el tipo de muerte del arbolado es una caracteristica que Paz (op
cit.) emplea en la determinacion del vigor, tiene por si misma un caracter bioindicador util a
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nivel de diagnosis. Segn Miller (comunicacién personal) el patrén de deterioro de la copa es
una clave visual importante en la deteccién del daiio por ozono, ya que la abscision del follaje de
mayor edad se acelera por este contaminante, de manera que los arboles dafiados poseen ramas
sin hojas cerca del tronco y las ramas inferiores tienen menor cantidad de hojas. Esto es un
patrdn de deterioro que progresa de dentro hacia afuera y de abajo hacia arriba (muerte
ascendente), patrén que corresponde al dominante encontrado en cada uno de los cementerios y
en general, en el arbolado del Desierto de los Leones. Si bien este tipo de muerte es un
fenémeno normal relacionado a la edad de las hojas, su importancia radica en lo acelerado de su
proceso lo que coincide con el efecto de senectud prematura ocasionada por ozono; pero ademas
contrasta con el patrén de muerte descendente, que se presenta cuando el dafio es por
descortezadores (Aguirre y Bernal, op cit.), aspecto que apoya su climinacién como agentes
primarios del dafio.

Aungque las alteraciones en Tlamacas pueden deberse principalmente a la incidencia de
organismos patogenos, la evidencia ultraestructural y de contenido de metabolitos, demuestra
que el mismo factor que dafia a los cementerios puede estar ejerciendo cierta influencia en las
aciculas estudiadas de mayor edad.
listas consideraciones pretenden explicar el origen de la pérdida de vigor, pero ;jqué ocurre con
respecto a la severidad del dafio?.

Atn cuando la mayor proporcién del arbolado de cada uno de los cementeros presenta un
vigor “moderado”, las categorias en Cementerio indican una tendencia hacia su disminucién, en
tanto que en Lobos parece conservar un mejor estado. Estos resultados coinciden con la
mortandad de arboles en cada sitio: comparativamente en Cementerio hay mayor niimero de
drboles muertos que en Casamanero y en éste que en Lobos, aspecto que estd estrechamente
rclacionado con las labores de limpia forestal realizadas por COCODER, de las cuales las mas
intensas se han verificado en el Cementerio, sitio que corresponde a la ladera mayormente
expuesta a la Ciudad. Sin embargo, los valores de vigor no se apegan a los resultados relativos
a los dafios a nivel estructural de organelos y tejidos, asi como de las alteraciones en el
contenido de metabolitos de las aciculas,

De acuerdo a ellos, cabria esperar que el arbolado de Lobos fuera el mas seriamente
afectado, a continuacion Casamanero y finalmente Cementerio, pero {por qué esto no se cumple
de esta manera?. La repuesta posiblemente radique en los pardmetros “tipo de dafio” y
“tiempo’. Se piensa que en Cementerio los pocos 4rboles que quedan son organismos mas
tolerantes en los que el proceso de dafio es mucho més lento y menos severo -daiio cronico- y que
por llevar mucho tiempo padeciéndolo, su vigor se ha deteriorado fuertemente; en tanto que en
Lobos, atin cuando el dafio es mas drastico, no alcanza el grado maximo de afectacién: muerte
de arbol (al menos no en la proporcién observada en Cementerio, ni ain en Casamanero) debido
a que lo ha experimentado por menos tiempo. Si esta interpretacién es correcta, el tipo de dafio
observado en Lobos puede ocasionar la muerte stbita de su arbolado.
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CONCLUSIONES

- La persistencia de los sintomas de deterioro durante ocho afios al menos en las aciculas
y arbolado de Abies religiosa, demuestra la accién constante de un mismo agente perturbador
responsable de su decaimiento. Esta situacién, aunada a la evidencia generada por estudios
previos y por la presente investigacion, descartan la accién de eventos puntuales como sequias,
heladas y fuertes vientos, y sefialan, ademés, que la accién de organismos patégenos
(desfoliadores, descortezadores, &caros, bacterias y hongos) no es responsable directa de la
muerte del arbolado.

- El dafio tampoco estd en relacién con la edad, ya que los sintomas se presentan tanto
en arboles jévenes como maduros, asi como en plantulas.

- En cuanto al posible efecto ocasionade por la extraccién del agua de los mantos
fre4ticos del bosque, la evidencia histopatolégica y los sintomas en plantulas sugieren que no es
un estrés hidrico la causa primera de dafio y tampoco es una deficiencia nutricional segin los
sintomas ultraestructurales de cloroplastos.

- Se considera que el agente perturbador responsable del dafio del arbolado es la
contaminacién atmosférica presente en el Desierto de los Leones a la cual permanecen
expuestas durante afios las hojas perennes de A. yreligiosa, Las aciculas de mayor edad y el
tejido més maduro de las mismas son los primeros en mostrar dafios, debido a que han estado
expuestos por periodos mas prolongados y son mas susceptibles.

- Se sugiere que muy especificamente el ozono, causa graves dafios en la vegetacién dado
que:

. Sus concentraciones en el parque son elevadas a lo largo de todo el afio.

. Existen sintomas de dafio a nivel visual, organico y ultraestructural que son indicadores de
exposicién a ozono.

. Atin cuando A. religiosa esti sometida a una combinacién de contaminantes, los sintomas
corresponden a los dafios reportados en otras especies como causados por ozono y que ademads
son los mismos que los producidos por oxidantes totales en casos experimentales. Esto
constituye una fuerte evidencia de que el ozono es el principal agente toxico involucrado y que la
participacion de otros componentes del complejo oxidante no se distingue histolégicamente en
las concentraciones ambientales presentes,

Los sintomas presentes en A. religiosa que son utiles como biomarcadores para el
diagnéstico de dafio por ozono -sea crénico o agudo- se indican en la Tabla 15,

- La evidencia sefiala que el sitio inicial de dafio se localiza en las membranas celulares,
lo cual repercute sobre aspectos estructurales de la célula y procesos fisiolégicos que alberan su
contenido metabdlico y conducen finalmente a la necrosis,

- El destino de la célula depende de la intensidad del dafio sobre las membranas: si éste
es grave, sobreviene la muerte celular en un perfodo relativamente corto -dafio agudo-; si es
leve, sus funciones se ven limitadas y el dafio progresa gradualmente, culminando finalmente
en necrosis -dafio crénico-,

- El dafio crénico observado en aciculas desde un afio de edad, es similar al que se
presenta en el proceso de senectud natural, lo cual resulta de particular interés, ya que ademas
de que este »“imo estd también asociado a alteraciones a nivel de membranas, el dafio por
ozono estd e hamente ligado a la senectud prematura de las hojas.

- Los v.utomas detectados en Cementerio y Casamanero parecen ser principalmente de
caracter crénico y los de Lobos de tipos crénico y agudo, lo cual se debe posiblemente a un
proceso de preseleccion dado por la muerte del arbolado mas sensible en los dos primeros sitios,
en los cuales posiblemente permanecen los individuos més tolerantes.

- Los sintomas de dafio como la necrosis, la pérdida de carbohidratos y la produccion de
compuestos fenblicos que se manifiestan en arboles adultos, son mucho més severos en aciculas
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de plantulas; aspecto que demuestra una mayor susceptibilidad en esa etapa de desarrollo de A.
religiosa.

- La clorosis, la necrosis y la acelerada abscision de las aciculas son de gran importancia
ya que eventualmente pueden ocasionar la muerte del arbol.

- Los sintomas visibles e histoldgicos descritos seran de utilidad en el diagnéstico de dafio
en A, religiosa cuando éste sea tan grave como para detectarse a simple vista.

- El estudio de los sintonas descritos a nivel histolégico y ultraestructural seran
importantes para diagnosticar tempranamente el dafio sobre un bosque de A. religiosa en el que
haya sospecha de alteracién.

- Estos sintomas por si mismos no pueden considerarse como evidencia absoluta de dafio
por ozono, pues necesitan ir acompaiiados de informacién adicional que permita eliminar otros
factores como agentes causales, tal como se efectud en el presente estudio.

- Seguramente los dafios presentes en A, religiosa asociados a ozono estan relacionados a
ciertas condiciones ambientales, genéticas y fisioldgicas que los hacen manifestarse mas
conspicuamente en unos casos que en otros. Este aspecto resulta interesante y da la pauta para
proseguir estos estudios para comprender de forma mas integral los procesos de deterioro del
arbolado y asi idear técnicas de manejo adecuadas y efectivas.

- La permanencia de arboles bajo las persistentes condiciones de contaminacién por
ozono (en Cementerio) hace pensar en la existencia de individuos genéticamente més tolerantes,
que aunque fuertemente afectados, muestran dafios del tipo crénico alin con las mismas
exposiciones a las que estuvieron sometidos los arboles ya muertos. Si se piensa reforestar,
tendra que ser con genotipos més tolerantes, ya que la solucién del problema de la
contaminacion muy posiblemente tardara mucho tiempo.
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TABLA 15. BIOINDICADORES DE EXPOSICION A OZONO CON CARACTER DIAGNOSTICO.

BIOINDICADOR PROCESO T.D* TEJIDO LUGAR EA* OTDA*
- Plasmalema .Separacion de la pared agudo p. empalizada Lobos 1 afio -—
- Citosol .Aumento de densidad crénico en todos Cementerio 1 afio 2 afios
Casamanero
y Lobos
Degradacién agudo p. empalizada Lobos 1 afio
- Mitocondrias .Sin diferenciar -sin crénico p. empalizada Cementerio y 2 afos 3 afios
membranas ext. ni crestas- Casamanero
agudo p. empalizada Lobos 1 afio -
.Con crestas deprimidas agudo p. empalizada Cementerio 1 afio -
Casamanero
y Lobos
.En degradacién crénico p- empalizada Cementerio 1 afio 3 afios
agudo Casamanero
Lobos
- Cloroplastos .Alteracién de membr. ti- crénico p. empalizada Cementerio 1 afio 2 afios
lacoidales y estroma Casamanero < grave
.Cloropl. abultados con erbnico p. empalizada Cementerio 1 afto
degradacién de tilacoides Casamanero
¥y numerosos plastoglobuli v Lobos
clares
.Separacién de tilacoides agudo p- empalizada Lobos 1 afio
Ruptura de cloroplastos agudo p- empalizada Lobos 1 afio .-
.Reducci6n en ntimero crénico p- empslizada Cementerioy 2 afios
Casamanero
- Tipo colular .Alteracion apreciable me- erbénico p. empalizada Cementerio 3 afios 3 afios
"a" diante microscopia optica Casamanero 2 afios no
de vacuolas y cloroplastos Lobos 1 afio dominante
- Lipidos .Sustitucién crémico endodermis Cementerio 1 afio -
.Eliminacién agudo endodermis Lobos 1 afio —
.Reduccién crénico cels albumin Cementerio y 1 afio




BIOINDCADORES - PROCESO T.D.* TEJIDO Uaalk E.A. O.T.D.&
(CONTINUACION tej transfus Casanmanero
Lipidos y floema
‘ Eliminacién agudo cels albulmin Lobos 1 afio —
tej transfus
y floema
- Carbohidratos .Reduccién de polisacéridos crbénico en todos los Cementerio y 1 afio 3 afios
tejidos, pero Casamanero
primero en
p- empalizada
Traslocacién agudo polisacaridos Lobos 1 afio -
en p. empaliz.,
escasos en el
resto de los
tejidos
- Compuestos .Produccién y/u oxidacién agudo*® endodermis, tej Lobos* 1 afio 3 afios
fenélicos crénico + transfusién y Casamanero+ 2 afios escaso
P. esponjoso
agudo* necrosis en p. Lobos* 1 ano
crénico+ empalizada Casamanero y 2 afios -
Casamanero+
-Dafio en tejido Necrosis crbénico p. empalizada Cementerio y 2 afios -
Casamanero
agudo p. empalizada Lobos 1 afio ---
- Sintomas visi- .Con punteado claro o pig- crénico Cementerio 1 afio -
bles en las mentado en el haz, hacia y agudo Casamanero y
aciculas la base o extendido a toda Lobos
’ la acfcula
¥ agudo Casamanero y
Lobos
- Tipo de muerte .Ascendente y de adentro crénico Cementerio, -
del arbolado hacia afuera y agudo Casamanero y
i Lobos

* T.D.=TIPO DE DANO

E.A. = EDAD DE LA ACICULA

OTDA=OBSERVADO EN TLAMACAS DESDE LA ACICULA. ..
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FIG. 1A. TLAMACAS 1 ANO. Cloroplasto (C) tipo A con granos de almidén (A), platoglobuli
(P) densos. Citosol (Ci) claro y abundante. Mitocondrias (M) alargadas o redondeadas con
ambas membranas (m) evidentes, crestas (CR) con dilataciéon normal. 10,395x.

FIG. 1B. CEMENTERIO 2 ANOS. Cloroplasto (C)tipo B, tilacoides (T1) alargados sin formar
grana, plastoglobuli (P) densos. Citosol (Ci) claro. Vacuola con cristal de tanino (Cr).
Plasmalema (pm) y pared (pa) en buen estado. 16,000x.

FIG. 1C. TLAMACAS 1 ANO. Cloroplastos (C) tipo C, tilacoides (Ti) formando pequeiias
agrupaciones pero no verdaderos grana, plastoglobuli (P) densos. Mitocondrias (M) con crestas
(CR) bien dilatadas. Citosol (Ci) claro. Vacuola con cristal (Cr). Plasmalema (pm) en buen
estado. 7,875x.

FIG. 1D. TLAMACAS 2 ANOS. Cloroplastos (C) tipo D con tilacoides formando verdaderos
grana (g), estroma (e) claro, plastoglobuli (P) densos, grano de almidén (A) de gran dimensién.
Mitocondria (M) alargada, crestas (CR) dilatadas, envoltura (m) densa. Citosol (Ci) claro.
Nucleo (Nu), plasmalema (pm) y pared (pa) en buen estado. 15,200x

FIG 1E. TLAMACAS 2 ANOS. Cloroplastos (C) tipo I de grana (g) anchos con tilacoides (T4
claros pero no muy contrastados, grandes granos de almidén (A). Citosol (Ci) denso. 12,800x.

FIG. 1F. CEMENTERIO 1 ANO. Cloroplastos (C)tipo F con grana (g) angostos y muy claros,
estroma (e) denso, plastoglobuli (P) claros. Citosol (Ci) denso. Vacuola (V) clara. 18,900x.

FIG. 1G. CEMENTERIO 8 ANOS. Cloroplastos (C)tipo G con escasos grana (g) angostos que
sufren desvanecimiento, abundantes plastoglobuli (P) claros. 16,800x.






FIG. 2A. CEMENTERIO 38 ANOS. Cloroplastos (C) tipo H, los grana han desaparecido y los
plastoglobuli (P) claros abundan. Citosol (Ci) denso se confunde con taninos (T) de la periferia.
16,800x.

FIG. 2B. CEMENTERIO 1 ANO. Cloroplastos (C)tipo H' que han perdido toda estructura, sus
plastoglobuli (P) claros y desvanecidos se confunden con el cloroplasto. Vacuola (V) clara,
17,640x.

IIG. 2C. LOBOS 1 ANO. Cloroplastos (C)tipo I. con tilacoides (Ti) dilatados, conservan su
grano de almidén (A). Citosol (Ci) y vacuola (V) en degradacién. En el extremo inferior
izquierdo células con plasmélisis (Pl), atn se conserva cierta estructura de los cloroplastos (C).
Presencia de vesiculas (ve) dentro de la vacuola (V). 5,140x.

FIG. 2D. LOBOS 8 ANOS. Degradacién de la célula con separacién del plasmalema (pm) de la
pared (pa). Cloroplastos (C) tipo J en los que permanecen los granos de almidén (4), los
plastoglobuli (P), los tilacoides (Ti) pero sin conservar la estructura de grana y las membranas
externas (m), pero rotas. No existen otras estructuras evidentes. 6,930x.

FIG. 2E. CEMENTERIO 1 ANO. Cloroplasto (C) normal de una célula de matriz de la
endodermis; tilacoides (Ti) muy bien definidos, alargados sin formar grana. Dscasos
plastoglobuli (P). Citosol (Ci) claro. Mitocondrias (M) en buen estado. 20,000x.

FIG. 2F, LOBOS 2 ANOS. Mitocondria (M) alargada pero con crestas (CR) deprimidas. No se
distinguen sus membranas externas. 61,500x,

FIG. 2G. CASAMANERO 1 ANO. Mitocondria (M) redondeada sin crestas evidentes,
membranas externas (m) visibles, Citosol (Ci) claro. 24,250x,

FIG. 2H. CEMENTERIO 3 ANOS. Mitocondria (M) redondeada sin estructura y sin
membranas externas evidentes, por lo que se aprecia como contorno difuso (cd). 25,600x.

FIG. 21. LOBOS 8 ANOS. Mitocondrias (M) en degradacién. 19,305x.
FIG. 2J. CASAMANERO 1 ANO. Tilacoides (Ti) claros con estroma (e) denso, 52,000x.






FIG. 3A. CASAMANERO 1 ANO. Células jovenes, una en division (di) segin se observa por su
pared (pa) y otra con formacién de cristal de tanino (cr). Cloroplastos (C) tipo C con granos de
almidén (A). Protoplasma abundante con citosol (Ci) claro. 2,380x.

FIG. 3B. TLALMACAS 2 ANOS. Cloroplastos (C). abundantes del tipo I con grana (g) anchios
y claros, y grandes granos de almidon (A). Vacuola (V) densa. Protoplasma en cantidad
moderada con citosol (Ci) denso. 2,660x.

I'IG. 83C. CASAMANERO 3 ANOS, Células con escaso protoplasma (pr). Pocos cloroplastos (C),

del tipo G principalmente, acumulados en el extremo inferior de una de ellas, Vacuolas (V)
claras, 3,750x,

["1G. 8D. CEMENTERIO 8 ANOS. Cloroplastos (C), del tipo H principalmente, en el extremo
inferior de la célula. Mitocondrias (M) en degradacién. Vacuola (V) clara con taninos (T) que
empiezan a desplazarse a la periferia y con vesiculas (ve). 4,250x.

FIG. 3E. CEMENTERIO 2 ANOQS. Células con cloroplastos (C) escasos, del tipo H.
Protoplasma no evidente. Vacuolas (V) granulares con gran vacuolacion o vesiculacién (ve) y
taninos (T) en la periferia. 4,250x.

FIG. 3F. LOBOS 8 ANOS. Cloroplastos (C) tipos G y H, con tendencia a desplazarse hacia el
centro celular, Adn conservan sus granos de almidén (A). Vacuola (V) granular. 4,620x.

FIG. 8G. CASAMANERO 2 ANOS. Tanino esférico (TE) de tejido de transfusién. Cloroplastos
(C) apenas evidentes, con plastoglobuli (P) claros. Protoplasma (pr) muy escaso. 5,250x.

FIG. 3H. CASAMANERO 2 ANOS. Tanino esférico (TE) con inicios de reticulacién en célula
do endodermis. 5.250x. B "
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I"[(, 4A. CASAMANERO 3 ANOS. Tanino reticulado (TR) de parénquima esponjoso.
Cloroplasto (C). apenas evidente. Pared (pa) en buen estado. 6,500x.

I'IG. 4B. LOBOS 2 ANOS. Técnica con OsO4. Distribucién de compuestos fenédlicos a manera
de taninos esféricos (TE) o granulares (T), en endodermis (E), tejido de transfusién (T'T) y
parénquima esponjoso (S). 40x.

PIG. 4C. TLAMACAS 1 ANO. Glébulos lipidicos en forma de gotas (G) asociadas a reticulo
endoplasmico (RE) de células de matriz de la endodermis. Pared (pa) en buen estado,

18,000x.

1133, 4D, CEMENTERIO 2 ANOS. Lipidos como manchas (Mn) en células de matriz de la
endodermis.  Citosol (Ci) claro. 10,400x.

(3. 4E. TLAMACAS 8 ANOS. Lipidos (L) de célula de tejido de transfusién. Cloroplastos (C)
con grandes granos de almidén (A). Taninos (T) en la vacuola. 6,500x.

I'IG. 4F, TLAMACAS 1 ANO. Glébulos lipidicos densos de células albuminosas. Citosol (Ci)
cluro con abundantes ribosomas (R). Mitocondrias (M), nfcleo (Nu) y plasmalema (pm) en
lsuen estado. 6,500x.

11(:. 4G. TLAMACAS 1 ANO. Glébulos lipidicos () del floema; posiblemente asociados a
protefnas y/o carbohidratos. Citosol (Ci) claro con abundantes nbosomas (R). Numerosas

mitocondrias (M). Pared (pa). 3,260x.

FIG. 4H. CEMENTERIO 2 ANOS. Contenido globular, (gl) presente en los espacios
intorcelulares entre estoma (st) y parénquima esponjoso (S). Cloroplastos (C) tipo B con
almidén (A) y citosol claro en el primero, y cloroplasto (C) tipo F' y protoplasma (pr) obscurecxdo
on el segundo. 4,750x.






"IQ1. 5A, TLAMACAS 2 ANOS. Parénquima en empalizada. Células con vacuolas (V) densas,
Abwndantes cloroplastos (C), con grandes granos de almidén (A). Nucleo (Nu), Lipido (L). 160x,

"I, 5B. CASAMANERO 2 ANOS. Parénquima en empalizada, Células con vacuolas (V)
claras y granulares. Escasos cloroplastos (C), sin almidén, Nicleo (Nu). Lipido (L), 160x.

f1G, 5C. TLAMACAS 3 ANOS. Parénquima en empalizada, Células con vacuolas (V) densas.

Abundantes cloroplastos (C). bordeando toda la periferia celular, sin almidén. Nacleo (Nu).
Lipido (L), 160x.

WG, 5D. CEMENTERIO 3 ANOS. Parénquima en empalizada. Células con vacuolas (V)
granulares. Pocos cloroplastos (C), sin almidén. Depdsitos de cristales de oxalato de caleio (Ox)
* ¢ las paredes. Hipodermis (H). Nicleo (Nu), Lipido (L). 160x.

113, BE. LOBOS 3 ANOS. Parénquima en empalizada. Células plasmolisadas (Pl) con
dogradacion del protoplasma en donde se distinguien restos de cloroplastos (C). y células
necrosadas (N) con restos de pared engruesada (Ep). Hipodermis (EI), 160 x. |

RIG. 5F. TLAMACAS 1 ANO. Cilindro central. Glébulos lipidicos en forma de pequeiias gotas
(&) en endodermis (E); lipidos (L) en tejido de transfusion (IT) y células albuminosas (Ab).
Girandes granos de almiddn (4) en cloroplastos. Xilema (X). Floema (F). 160x.






I, 6A. CEMENTERIO 1 ANO. Cilindro central. Lipidos a manera de manchas (Mn) en
¢dlulas de endodermis (E). Sin lipidos en tejido de transfusion (I'T) , ni en floema (F); escasos
en células albuminosas (Ab). Ausencia de almidén en cloroplastos (C), 160x.

F1G. 6B. LOBOS 1 ANO. Cilindro central, Células de endodermis (), de tejido de transfusion
(I'T) y del floema (F) sin lipidos, apenas existentes (L) en células albuminosas (Ab). Granos de
almiddn (A) en los cloroplastos, Parénquima esponjoso (S). Niicleo (Nu), 160x.

["IG. 6C. TLAMACAS 8 ANOS. Cilindro central, Presencia de lipidos a manera de gotas

pequedias (G) en endodermis (E) y (L) en tejido de transfusién (T'T), células albuminosas (Ab) y
floema (F). Granos de almiddn (A) en los cloroplastos. 160x.

I'IG 6D. CEMENTERIO 8 ANOS. Cilindro central. Células de endodermis (E) con lipidos a
manera de manchas (Mn). Pocos lipidos (1) en células albuminosas (Ab), tejido de transfusién
(I'T") sin ellos, Cloroplastos (C). sin granos de almidén. Célula de endodermis (I£) con taninos a
manera de cuerpos esféricos y esféricos-reticulados (TE). 160x.

I'IG. 6E. CASAMANERO 3 ANOS. Cilindro central, Escasos lipidos a manera de manchas
(Mn) en células de endodermis (E), el resto de los tejidos sin lipidos. Cloroplastos (C). sin

almiddn. Tejido de transfusion (TT) y parénquima esponjoso (S) con tanmos granulares (T).
Fleema (F). 160 x.

FIG. 6F. LOBOS 3 ANOS. Cilindro central. Lipidos (I y Mn -a manera de mancha-) y almidén
(A) précticamente inexistentes en los tejidos. Taninos esféricos (TE) y reticulares (TR) en
tejido de transfusion (T'T). Floema (F). Células albuminosas (Ab). Endodermis (E). 160x.
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IIG. 7A. TLAMACAS 2 ANOS. Granos de almidén tefiidos de rosa en parénquima en

empalizada (Em), endodermis (E) y tejido de transfusién (T'T). Carbohidratos del floema (FF)
como pequeiios puntos, 40x.

FIG, 7B, CASAMANERO 2 ANOS. Ausencia de carbohidratos en los tejidos de parénquima en
empalizada (Em), parénquima esponjoso (S), endodermis (E), tejido de transfusiéon (I'T) y
{loema (F). 40x.

FIG. 7C. TLAMACAS 3 ANOS. Granos de almidén en parénquima en empalizada (Em) y
parénquima esponjoso (S). En el primero, con tendencia a distribuirse heterogeneamente hacia
las células que se encuentran en las zonas mas laterales e internas de la acicula. Epidermis
(I8s)., Hipodermis (H). 40x.

FIG. 7D, CASAMANERO 8 ANOS. Ausencia de almidén en los tejidos (mismas abreviaturas).
40x.

FIG. 7E. LOBOS 2 ANOS. Almidén en parénquima en empalizada (Em), parénquima
esponjoso (S) y tejido de transfusién. Su contenido en estos tejidos es mayor en el primero, atn
cuando sufre necrosis (N), y menor en el Wtimo. Endodermis (E) sin almidén, 40x.

FIG. 7F. CEMENTERIO 1 ANO. Parénquima en empalizada. Células en desarrollo con
vacuolas (V) reducidas en cuyo interior se encuentran cristales de taninos (cr), y abundantes

cloroplastos (C) rojos con granos de almidén (A) como manchas claras en su interior. Epidermis
(12s). 160x.

I"IG 7G. TLAMACAS 3 ANOS. Parénquima en empalizada. Células maduras con vacuolas (V)
densas y abundantes cloroplastos (C) verdes bien evidentes. 160x.

FIG. 7H. CEMENTERIO 2 ANOS. Parénquima en empalizada. Células maduras con vacuola
(V) en degradacién. Cloroplastos (C) rojizos poco evidentes, Hipodermis (H). Nicleo (Nu).
160x. '






FIG. 8A. LOBOS 3 ANOS. Parénquima en empalizada. Células maduras con vacuolas (V)
donsas, moderadamente densas y claras. Cloroplastos (C) poco evidentes. Nucleo (Nu). 160x.

IFIG. 8B. LOBOS 2 ANOS. Parénquima en empalizada. Células necrosadas (N) con restos de
pared impregnados de un material de origen fendlico (Ep). Hipodermis (H). 160x.

I"[G. 8C. PLANTULA DE LOBOS 3 ANOS. Células necrosadas (N) de parénquima en
empalizada (Em) (a la izquierda) con restos de pared engruesados (Ep). Compuestos fenélicos
en {orma de cuerpos esféricos (TE) distribuidos en los tejidos de parénquima en empalizada
(T'm), endodermis (E), tejido de transfusion (T'T) y epidermis (Es). 40x. ,

I"IG. 8D, CASAMANERO 2 ANOS. Células de parénquima en empalizada necrosadas (N) (a
la izquierda) con restos de pared engruesados (Ep) y evidencia de dafio por insecto desfoliador
(D) hacia el envés (a la derecha). Parénquima esponjoso (S). 40x.

I'IG. 8E. CASAMANERO 1 ANO. Aciculas con puntos blanquecinos en el haz, particularmente
distribuidos hacia la base.

I'IG. 8F. CASAMANERO 2 ANOS. Los puntos han coalescido y se han transformado en
lesiones pigmentadas -picado-, principalmente evidentes en la base, pero extendiéndose
latoralmente.

I'IG. 8G. CEMENTERIO 2 ANOS. Las lesiones pigmentadas se han extendido a toda la
dcicula, la cual ha tomado una coloracién rojiza pero lateralmente, ya que la zona de la .
hendidura -cilindro central- permanece verde.

I'[G. 8H. CASAMANERO 2 ANOS. Envés de aciculas con smtomas especlalmente consplcuos ;
en los margenes. Su coloracién se ve ligeramente afectada con tendencla al amarillamiento,

IFIG. 81, TLAMACAS 2 ANOS. Acfculas sanas, no hay,ev:dencna de,dano en el haz._






I, 9A. Vista panoramica de uno de los cementerios en que se aprecia la mortandad del
arbolado, misma que es mayor en la ladera -con orientacién directa hacia la (ZMCM)-.

I'IG. 9B. Vista de la zona metropolitana de la Cd, de México (ZMCM) desde “El Cementerio”
del Desierto de los Leones, D.F.

F1G. 9C. CASAMANERO, Retencion de aciculas hasta por 2 afios, muy escasas de 3 afios.

(SIGUIENTE PAGINA DE ILUSTRACIONES).

I'IG. 10A. Vista del arbolado de Tlamacas, México.

[1CG.10B. Vista del arbolado de “Casamanero” en el Desierto de los Leones. Arboles con un
palrén de muerte ascendente acelerada y ascendente lateral principalmente, Follaje original
wnuy deteriorado, crecimiento de nuevas ramas que conforman una copa secundaria.

FLG. 10C. Vista del arbolado de “Lobos”, con las mismas caracteristicas de deterioro que en
“Casamanero”, Algunos arboles muertos, -
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