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RESUMEN

Caliphruria subedentata (Amaryllidaceae), es una especie endémica de los
Andes Colombianos, cuya importancia radica en la produccion de metabolitos
secundarios alcaloidicos los cuales se encuentran en toda la planta entre ellos
galantamina, un alcaloide de importante actividad biolégica. En el presente estudio
se describe por primera vez la estructura anatomica de su lamina foliar y la
ultraestructura de sus cloroplastos con el fin de obtener informacion que permita
una aproximacion a la ruta de fijacion de carbono de esta planta.

La descripcion proviene de una muestra de diez individuos de los que se hicieron
cortes transversales de cinco zonas de la hoja las cuales fueron fijadas e incluidas
en resina de acuerdo al protocolo para el procesamiento de muestras vegetales y
cortadas en ultramicrétomo para su observacion al Microscopio Optico de Alta
Resolucion (MOAR) y Microscopio Electrénico de Transmision (MET). El corte de
la hoja permiti6 la identificacion de la cuticula, la epidermis superior
uniestratificada desprovista de tricomas, con estomas distribuidos abaxialmente. El
mesofilo presenta una constitucion celular con parénquima en empalizada no muy
definido, ya que sus células no poseen forma tipica alargada, sin embargo es clara
la presencia de cloroplastos ubicados sobre la superficie de la membrana
plasmatica, en mayor nimero que en las células que conforman el parénquima
esponjoso, siendo asi una planta con anatomia foliar dorsiventral. Las micrografias
electronicas revelan que C. subedentata tiene cloroplastos granales tanto en el
mesofilo como en los cloroplastos de las células de la corona vascular,

La anatomia observada en cortes transversales de hoja de C. subedentata
muestra que esta planta tiene rasgos particulares, los cuales no presentan una
marcada similitud con plantas como Zea mays, Manihot esculenta o Phaseolus
vulgaris. Sin embargo, los resultados muestran que tiene -caracteristicas
anatomicas que se asemejan mas a las plantas C3; que a las C3-C,4 y/o Cy4; por lo
gue se propone a C. subedentata como una especie que posiblemente realiza la
fijacion de carbono por la via fotosintética Cs,

Palabras clave: C. subedentata, rutas metabdlicas, anatomia foliar, cloroplastos.



ABSTRACT

Caliphruria subedentata belongs to Amaryllidaceae family and is an endemic
species from the Andean mountains. This species produces secondary metabolites
such as galantamine, which is an important biological alkaloid. This study
describes, for the first time, the anatomic structure of the Caliphruria subedentata’s
leaf and the ultra structure of its chloroplasts. Therefore, this research will
contribute to identify the fixation route of carbon in this species.

In order to make the study, ten individuals of C. subendentata were collected.
Consequently, transversal sections in five areas of the leaf were made, which were
set and submerged in resin according to the protocol for vegetal samples. These
sections were also cut by ultramicrotome in order to watch them in High Resolution
Optical Microscope and Transmission Electron Microscopy. The structures
identified with the sample were the cuticle and the superior monostratified
epidermis with abaxial stomata, but not trichomes. The mesophyll has a not well
defined palisade parenchyma because its cells don’t have typical elongated shape;
however, there are more chloroplasts on the plasma membrane than in those cells
with spongy parenchyma. For this reason, C. subedentata is a species with
dorsiventral leaf anatomy. The electronic micrographs show that C. subedentata
has granal chloroplasts in both the mesophyll and the chloroplasts of the cells in
the vascular ring.

The anatomy observed in the transversal sections of the leaf of C. subedentata
shows that this species has special features, which are not similar to species such
as Zea mays, Manihot esculenta o Phaseolus vulgaris. Nevertheless, the results
confirm that the anatomic characteristics of C. subedentata are more similar to Cs
plants than C3-C, and C,4. Therefore, C. subedentata is a species that very likely
does carbon fixation for C3 photosynthetic route.

Keywords: C. subedentata, metabolic pathways, leaf anatomy, chloroplast.



INTRODUCCION

Las Amaryllidaceas constituyen una familia botanica de plantas bulbosas
ampliamente distribuida en la region del Cauca y Valle del Cauca, contando con
poblaciones representativas de los géneros Sprekelia, Hymenocallis, Zephyrantes,
Hippeastrum, Crinum, Eucharis, Phaedranasa y Caliphruria; este ultimo
considerado en via de extincion (Calderon, 2003), lo que hace que sea necesario
buscar estrategias para su conservacion.

El género Caliphruria y otros géneros dentro de la familia Amaryllidaceae, han
revelado gran interés por la produccion de metabolitos alcaloidicos tipo
isoquinolina caracteristicos para la familia, encontrados en estudios fitoquimicos.
Entre ellos es de resaltar la importancia del alcaloide galantamina, el cual presenta
un gran valor por su actividad biolégica, usado en farmacologia como principio
activo en los medicamentos para la Enfermedad de Alzheimer y demencias
relacionadas (Cabezas, 2002)

Caliphruria subedentata una especie representativa de este género la cual
constituye un endemismo para los Andes Colombianos (Meerow, 1989), es una
planta que pese a su importancia no cuenta con estudios que suministren
informacion sobre su biologia y comportamiento; aunque si ha sido objeto de
estudios para la caracterizacion de su contenido de compuestos quimicos
(metabolitos secundarios); y aunque esto es de gran importancia, se hace también
indispensable el conocimiento integral de toda su biologia.

El estudio de un organismo involucra diversos campos investigativos como la
taxonomia y la citologia, aspectos que son muy importantes y ampliamente
utilizados en investigacion; asi mismo, son elementales los estudios
morfologicos, anatomicos y fisiologicos para cualquier especie incluidas las
especies vegetales. Las diferencias en el mecanismo de asimilacién de carbono
llevan asociadas algunas modificaciones anatémicas y morfolégicas que sirven
como complemento para que la planta desarrolle su funcién eficientemente. Esto
ha creado una relacion entre la anatomia y la fisiologia que las ha llevado a que
sean ramas complementarias de estudio. Hay que tener en cuenta, sin embargo,
gue las caracteristicas anatomicas de las especies no deben ser consideradas
como un criterio Unico en la determinacion de rutas metabdlicas seguidas para la
asimilacion de carbono, ya que, en algunos casos puede reflejarse en forma nitida
el tipo fotosintético de la especie, pero en otros las diferentes caracteristicas
pueden no ser tan claras; por lo que el corte anatomico solo permite hacer
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aproximaciones en relacion con la via fotosintética usada por una planta (Prasada
Rao y Rajendrudu, 2007).

Sobre la estructura de la hoja de C. subedentata son casi nulos los trabajos
reportados a excepcion de Meerow (1989); y con respecto al comportamiento
fotosintético no se encuentra informacion que permita clasificarla dentro de las
rutas metabdlicas para la fijacion de carbono conocidas; por esta razon, vy
teniendo en cuenta que la hoja es el 6rgano en que se realiza la fotosintesis,
proceso fundamental para la productividad de toda especie vegetal, la presente
investigacion tuvo como propdsito conocer la anatomia foliar y relacionar la
histologia del tejido fotosintético de C. subedentata y la ultraestructura de sus
cloroplastos con la estructura tipica en las plantas con las rutas metabdlicas C;
(Phaseolus vulgaris), C4 (Zea mays) y/o Cs3-C4 (Manihot esculenta) para hacer una
aproximacion a la ruta metabdlica seguida por esta planta para la fijacion de
carbono.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Ubicar aproximadamente la ruta metabdlica para la fijacibn de carbono de
Caliphruria subedentata (Amaryllidaceae) segun estudio histolégico de la lamina
foliar.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Describir la organizacion estructural de la lamina foliar de Caliphruria
subedentata a nivel de mesofilo.

. Describir  la  ultraestructura de los cloroplastos de Caliphruria
subedentata.
. Caracterizar la ruta metabdlica empleada por C. subedentata en el

proceso de fijacion de CO, con base en la organizacién histolégica y la
ultraestructura de los cloroplastos.

14



2. MARCO REFERENCIAL

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Caliphruria subedentata

Caliphruria subedentata es una especie herbacea, perenne y bulbosa, con flores
blancas acampanadas y hojas pecioladas (figura 1) perteneciente a la familia
Amaryllidaceae, adaptada a condiciones de baja luminosidad y alta humedad
relativa. Todas las especies de Caliphruria muestran una alta especificidad hacia
el bosque primario, y los cambios bruscos en el dosel son catastroficos para estas
plantas. En sitios recientemente clareados del bosque los bulbos persisten por
algunas estaciones pero las hojas desarrolladas en condiciones de alta
luminosidad muestran clorosis y necrosis. La mayoria de las colecciones de
Caliphruria subedentata eran del valle del rio Cauca al occidente colombiano y
representa un endemismo para los Andes Colombianos; C. subedenta ha sido
colectada principalmente en el valle del rio Cauca al occidente colombiano en
sitios cercanos a los 1000 m.s.n.m.; infortunadamente esta es ahora en gran parte
un area deforestada y hacia Julio de 1984 ya no era posible encontrar los
miembros de la especie en sus localidades habituales (Meerow, 1989).

Ademés, C. subedentata es conocida por la produccion de metabolitos
secundarios de tipo alcaloidico como galantamina (Cabezas, 2002). En la
actualidad se halla amenazada de extincién segun las listas rojas preliminares de
plantas vasculares de Colombia (Calderdn, 2003), por lo cual es importante buscar
estrategias para su propagaciéon y conservacion.

Segun Meerow (1989), C. subedentata tiene la siguiente clasificacion
taxondémica:

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales
Familia: Amaryllidaceae
Tribu: Eucarideae
Género: Caliphruria
Especie: C. subedentata

Figura 1: Morfologia vegetativa de C.
subedentata: hoja (H), bulbo (B) flores
(F) y fruto (Fr). Tomado de Dalton, et al.
1877.
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2.1.1 Actividad biolégica de C. subedentata. A nivel etnobotanico C.
subedentata, se usa en la region andina central de Colombia, en forma de
emplastos para tratar afecciones de laringe y faringe. El extracto etandlico total
muestra una marcada actividad citotoxica y una baja genotoxicidad en linfocitos
humanos, resultados que pueden indicar un potencial uso de esta planta como
agente anticancerigeno (Cabezas, et al 2007).

Galantamina, alcaloide aislado de C. subedentata y otras especies de
Amaryllidaceas, es util como inhibidor enzimatico, analgésico, anticonvulsivo,
hipotensivo y citotdxico (Cabezas, et al 2007). Hoy en dia existen diversas
patentes sobre galantamina, referentes especialmente a su utilizacion como
agente terapéutico destinado al tratamiento del alcoholismo, tratamiento de las
formas espésticas de pardlisis cerebral infantil y al tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer. Esta ultima es una enfermedad neurodegenerativa y progresiva del
cerebro que tiene una importante repercusion en la sociedad actual, haciendo muy
importante el uso de farmacos como los derivados de galantamina para la mejoria
de los pacientes (Cabezas, 2002).

2.2 RUTAS METABOLICAS PARA LA FIJACION DE CARBONO EN PLANTAS

Las hojas son érganos especializados en interceptar la luz necesaria para realizar
la actividad fotosintética, para realizar esta actividad, los pigmentos presentes en
los cloroplastos captan la energia solar, mientras que los haces vasculares
complementan el abastecimiento de agua, y los poros estomaticos capturan el
CO,. (Medina et al., 2008).La fotosintesis en las plantas vasculares es un proceso
dependiente de la luz el cual fija CO, en carbohidratos usando la enzima ribulosa
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo) como parte del ciclo de Calvin. El
uso de esta enzima en la fotosintesis es universal en todo el reino de las plantas y
la fuente de CO, es basicamente la atmdésfera. Sin embargo, la ruta a través de la
cual el CO; llega a la ribulosa 1, 5 difosfato (RuDP) puede variar entre tipos de
plantas (Furbank y Foyer, 1988).

Las plantas vasculares no suculentas estan divididas en dos grupos basados en
sus mecanismos de asimilacién de CO,: plantas C3y C4; cada grupo es distinguido
por varias caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas, anatomicas y ecoldgicas.
Ademas, estan aquellas especies que presentan caracteristicas intermedias en el
proceso de asimilacion de carbono y las cuales componen el grupo de plantas
con fijacion intermedia C3-C,4 (Monson et al, 1984).

1€



Las plantas Cs fijan el CO, solamente por la accién de RuBisCo y esta limitado por
el contenido de CO, atmosférico (340 ppm). Las plantas C, usan la enzima
fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa para fijar CO, atmosférico en acidos de cuatro
carbonos los cuales son luego descarboxilados para abastecer de CO, a la RuDP
por mediacion de la enzima RuBisCo (Furbank y Foyer, 1988).

2.2.1 Ruta metabdlica C 3 En las plantas C3 el CO, es asimilado en un solo tipo
de células, las células del mesofilo; en donde se encuentra la enzima RuBisCo. En
este ciclo fotosintético, una vez el CO, incide en la hoja, este es difundido de los
espacios intercelulares aéreos a los sitios de carboxilacion en los cloroplastos; ahi
es aceptado por la Ribulosa 1, 5 difosfato (RuDP) que a través de una reaccion
mediada por la enzima RuBisCO genera dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3-
PGA) las cuales, luego se reducen y producen triosas base para la formacion de
carbohidratos que luego dan inicio a la regeneracion del aceptor RuDP. Luego que
el CO; es incorporado, el acido 3-fosfoglicérico (PGA) es el primer compuesto
estable, donde dos moléculas pueden dar lugar a la formacion de glucidos, lipidos,
aminoacidos y luego a proteinas. A esto precede una serie de reducciones en las
cuales el PGA se metaboliza finalmente a compuestos de cinco carbonos en
presencia de ATP y NADPH (Solari, et al, 2004).

2.2.2 Ruta metabdlica C 4 Barreras como la apertura estomatica limitan el flujo de
CO; hacia la RuDP, ya que en ambientes calidos, aridos y/o semiaridos mantener
los estomas abiertos tiene un costo en perdida de agua por transpiracion. Esto ha
llevado a que plantas que habitan estas zonas hayan desarrollado un sistema que
les permite fijar inicial y rapidamente el CO, en fosfoenolpiruvato (PEP), en una
reaccion catalizada por la enzima PEP-carboxilasa para dar oxalacetato en las
células del mesofilo, proceso que constituye la etapa inicial de esta ruta (Barcelo,
et al, 1998), el oxalacetato es transformado en acido malico y aspartico en estas
mismas células para luego ser liberados en el entorno de la RuDP en las células
de la vaina (Azcon-Bieto y Talon, 2003).

La alta eficiencia del sistema fotosintético C4 esta correlacionada con la anatomia
Kranz de las hojas, organizacion que le ha permitido a estas plantas hacer un uso
mas eficiente del agua (Nelson y Langdale, 1989), y requiere la cooperacion
metabolica del mesdfilo de la hoja y de las células de la vaina de los haces
vasculares.. La enzima RuBisCo esté restringida a las células especializadas de
las vainas vasculares; asi, la fase de carboxilacion en la ruta C, ocurre en las
células del mesdfilo y produce &cidos Cg4, los cuales luego difunden rapidamente a
las células vecinas de las vainas vasculares. Alli, se realiza la descarboxilacion de
los acidos C,4 transformandose en piruvato con liberaciéon de una molécula de CO,
gue produce azucares por la via del ciclo de reduccién del carbono (Barcelo, et al,
1998). Estas reacciones hacen que el CO, sea concentrado en las células de las
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vainas perivasculares. Finalmente, se da el regreso a las células del mesofilo del
acido Cj; (piruvato o alanina) formado por descarboxilacion de los acidos Cg4, y la
regeneracion del aceptor de CO, PEP (Furbank y Foyer, 1988 y Leegood, 2002).

En las plantas C,;, hay una separacion espacial de la asimilacion del CO,:
captacion inicial del CO, en el mesdfilo y la posterior realizacion del ciclo de
Calvin-Benson en las células de la vaina; esto incrementa la eficiencia fotosintética
y reduce drasticamente (casi nula) la actividad fotorrespiratoria (Furbank y Foyer,
1988).

2.2.3 Ruta metabolica intermedia C 3-C4 La via fotosintética C3 se ha sugerido
como el precursor filogenético de la ruta C4, (Monson et al, 1984). Efectivamente,
varios géneros contienen plantas con caracteristicas fotosintéticas intermedias
para los tipos Cz y C4; tales como Flaveria (Asteraceae), Mollugo (Aizoaceae),
Moricandia (Cruciferae), y Panicum (Poaceae) segun lo reportan Azcon-Bieto y
Talon, 2003; Brown y Hattersley, 1989.

Estas plantas intermedias muestran menos pérdida de CO, por fotorrespiracion
comparado con las plantas Csz. Tal vez las especies intermedias poseen un
limitado ciclo C4, concentrando CO, en las células de las vainas vasculares. En
este caso, como en las plantas C4, la proporcién CO,/O, puede ser incrementada
en las células de la vaina reduciendo la oxigenacion RuDP, la sintesis de glicolato,
y la consecuente reduccion en la perdida de CO, por fotorrespiracion en relacion
con las plantas Cs. La evolucién de las especies C, indudablemente involucra
pasos en los cuales las caracteristicas anatOmicas estan entre especies
intermedias. Aunque las especies intermedias han sido caracterizadas
principalmente por intercambio de CO, y analisis bioquimicos, ellas también
pueden tener caracteristicas anatomicas entre especies C3 y C4, (Brown y
Hattersley, 1989).

El género Panicum ha sido de mucha utilidad en el estudio de la definicion de los
mecanismos fotosintéticos, ya que cuenta con especies Cs, especies C4 y ademas
con "hibridos" Cz y C4. Panicum milioides, planta perteneciente a este género, es
la especie intermedia estudiada con mas detalle encontrando que la anatomia de
sus hojas posee caracteristicas intermedias entre hojas de plantas C3 y C4 tipicas,
la inhibicién de la fotosintesis por el O, y tasas de fotorrespiracion son menores
gue las observadas en plantas Cs tipicas, y la actividad de las enzimas asociadas
con el ciclo C4 es de sb6lo un 15-30% de lo observado en plantas C, tipicas
(Ascencio, 1982). Aunque en Panicum milioides estan presentes todas las
enzimas del ciclo C4 incluyéndose la fosfoenolpiruvato carboxikinasa, que se
localiza en las células del mesdfilo, y la NAD-enzima malica en la vaina vascular,
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la compartimentacion, caracteristica asociada al metabolismo Cy4, no es tan nitida
ya que el ciclo de Calvin se efectta tanto en las células del mesofilo como en las
células de la vaina vascular (Ascencio, 1982).

2.3 VARIACIONES EN ANATOMIA FOLIAR

2.3.1 Anatomia foliar en plantas C 3 En las plantas C3, al igual que en todas las
plantas, tejido fotosintéticamente activo esta localizado entre la epidermis superior
e inferior y contiene un gran numero de cloroplastos en el mesofilo. Estd formado
por el parénquima, diferenciado en parénquima en empalizada y parénquima
esponjoso; y los espacios intercelulares. Las células de empalizada son alargadas,
dispuestas en una o dos hileras y localizadas en la cara adaxial de la hoja. El
parénquima esponjoso esta constituido por células de formas variadas
(irregulares) formando una red tridimensional (Paz, 1995).

Las medidas de las distancias intervenales en gramineas Cs;y C, han mostrado
una caracteristica anatomica adicional, las especies con la via C,4 tienen menos
células entre las vainas vasculares de la hoja que las especies C3 (Byott, 1976).
Por término medio, en plantas C3, se cuentan de 9 a 15 células entre haces
vasculares (Azcon-Bieto y Talén, 2003). Las especies Cj tipicas presentan una
vaina poco desarrollada, practicamente sin cloroplastos y mitocondrias (Monson
et al, 1984).

2.3.2 Anatomia foliar en plantas C 4 La anatomia de las plantas C, difiere mucho
de la de las plantas C;. En las plantas C, se ha desarrollado una anatomia
particular del meséfilo conocida como anatomia Kranz: disposicion ordenada de
las células del mesofilo con relacion a la vaina del haz, formando capas
concéntricas alrededor de este; o sea, en lugar de formar el parénquima en
empalizada y lagunar como en las especies Cs, las células del parénquima lagunar
se asocian alrededor de los haces vasculares formando una vaina espesa de
células clorofilicas grandes con cloroplastos dispuestos en la periferia y con
paredes atravesadas por una gran cantidad de plasmodesmos que comunican las
células de la vaina perivascular y las del mesdofilo; en contraste con las células de
esta vaina las células del mesdfilo tienen espacios intercelulares (Becerra de
Lozano, et al 2002, Azcon - Bieto y Talon, 2003 y Ueno y Sentoku, 2006). Las
especies C4 presentan una proporcion celular ocupada por cloroplastos y otros
organelos considerablemente mayor en las vainas vasculares que especies C3 y
Cs3-C4, exhibiendo vainas ricas en cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas
(Monson et al, 1984 y Ueno et al. 2006).



2.3.3 Anatomia foliar en plantas intermedias C 3-C4 Este tipo de plantas
presenta una anatomia foliar intermedia con respecto a las Cz y C4 tipicas. Se
caracterizan por la presencia de un parénquima en empalizada en posicion adaxial
y el parénquima esponjoso en posicion abaxial. Las células alargadas del
parénquima en empalizada muestran numerosos cloroplastos con abundantes
inclusiones de almidén. La corona vascular se haya desplazada hacia la region
abaxial y los espacios intercelulares son abundantes (Paz, 1995).

Panicum milioides es una especie intermedia tipica cuya anatomia foliar ha sido
estudiada detalladamente. En esta planta existe una vaina vascular caracterizada
por la presencia de abundantes organelos, tal como ocurre en hojas de especies
C4, no es una vaina poco desarrollada sin cloroplastos y mitocondrias como en las
especies Cs tipicas, pero tampoco presenta el nimero elevado de cloroplastos de
las células de especies C4. Por otra parte, existe una organizacion radial de las
células del mesdfilo alrededor de la vaina vascular (caracteristica C4) ademas una
menor distancia y nimero de células entre los haces vasculares de la hoja que el
gue se observa en hojas de plantas Cz;. También presenta disposicion centripeta
de cloroplastos y otros organelos en las células de la vaina vascular, muy similar
a lo que se encuentra en hojas de especies C, del tipo NAD-enzima mélica. En las
especies intermedias de Panicum, Moricandia y especies intermedias de Flaveria,
los numerosos cloroplastos estan organizados en posicion centripeta en las
células de las vainas vasculares. La proporcion de células de las coronas
vasculares ocupadas por cloroplastos y otros organelos es, sin embargo,
considerablemente menor en especies intermedias que en especies C4 (Monson et
al, 1984).

Asi mismo, las distancias intervenales en las hojas de pastos C, son mucho mas
cortas que en pastos Cs. La distancia intervenal y el numero de células del
mesofilo entre venas en las hojas de especies intermedias como P. milioides son
intermedias entre pastos C3 y C4 (Monson et al, 1984).

En el Cuadro 1 se sintetizan las caracteristicas generales de la anatomia foliar de
plantas Cj, Cys Yy Cs-C4.

2.3.4 Anatomia foliar de los géneros Caliphruria y Eucharis. Meerow (1989),
guien ha estudiado ampliamente las Amaryllidaceas; describe la anatomia foliar de
estos dos géneros de esta familia de manera conjunta, siendo esta la Unica
descripcion reportada en la literatura:

“Es evidente una capa no muy definida de empalizada, aunque la ausencia de
este tejido es caracteristico en algunas especies. EI mesdfilo consiste en varias
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capas de clorénquima tanto en la cara adaxial como abaxial de la hoja, y una
gruesa region de tejido esponjoso, ligeramente aerenquimatoso. Por debajo de los
estomas aparecen regularmente pequefias cavidades aéreas; los haces
vasculares estan encerrados por una vaina de una o dos capas de células
parenquimatosas. Los unicos elementos del xilema presente son traqueidas con
engrosamiento anular.”
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Cuadro 1: Caracteristicas de la anatomia foliar en
metabdlicas para la fijacion de carbono

plantas con diferentes vias

Plantas C 3

Plantas C 4

Plantas C 3-C,4

Carecen de anatomia
Kranz. Muy pobre en
organelos celulares

Presentan anatomia
Kranz. Vaina vascular
rica en organelos
celulares.

Presentan anatomia
intermedia, con vaina
vascular rica en
organelos pero < en
plantas C,.

Mesdfilo diferenciado en

Meséfilo no diferenciado

Mesoéfilo diferenciado

paréngquima esponjoso y | en parénquima | en parénquima

empalizada. esponjoso y empalizada. | esponjoso y
empalizada.

Parénquima esponjoso | Células mesofilicas | Células del mesdfilo

formado por células de | dispuestas en forma | dispuestas en forma

forma irregular, | radial alrededor de la | radial alrededor de la

formando una red, con | vaina vascular. vaina vascular.

pocos cloroplastos.

Parénquima en| Sin parénquima en | Parénquima en

empalizada dispuesto en | empalizada empalizada dispuesto

1 o 2 hileras de células en wuna hilera de
células.

Menor éarea  celular | Mayor &rea  celular | Area células ocupada

ocupada por | ocupada por | por cloroplastos

cloroplastos. cloroplastos intermedia entre Cz y
Ca

Distancias intervenales | Distancias intervenales | Distancias

grandes y mayor nimero | cortas, los haces | intervenales

de células entre venas. vasculares se presentan | intermedias entre

bien juntos

plantas Cz y C,.

Cloroplastos de un solo
tipo y del mismo tamafio
en mesofilo y corona
vascular.

Cloroplastos dimorficos:
granales en mesdfilo y
agranales y mas
grandes en  corona
perivascular.

Cloroplastos granales
en mesofilo y corona
perivascular, pero mas
abundantes en esta
altima.

Elaborado por el autor con base en Paz, 1995; Becer

ra de Lozano, et al, 2002.
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2.4 LOS CLOROPLASTOS

2.4.1 Caracteristicas generales. Los cloroplastos son organulos de las células
vegetales, son generalmente grandes (1-10 p). Su forma es variable, desde
esférica o eliptica a mucho mas compleja asemejando cintas. Forman parte de un
conjunto de organulos denominados plastidios o plastos; estos, poseen en su
interior ADN, el cual ha conservado unos 250 genes de su ancestro bacteriano
gue codifican para ARN ribosémico, ARN de transferencia, proteinas para la
multiplicacion y para la realizacion de la fotosintesis. Este organelo esta rodeado
por una envoltura formada por dos membranas lisas y continuas separadas por un
espacio intermedio. El estroma es una matriz mas o menos granular, en ella se
produce la fijacion del CO, asi como también la sintesis de azlcares, almidon,
acidos grasos y algunas proteinas. En el interior del cloroplasto se encuentran
otras estructuras laminares a manera de vesiculas aplanadas conocida como
tilacoides que forman un complejo sistema de membranas, regionalmente
diferenciado en lamelas que atraviesan el estroma y en ocasiones forman pilas de
discos aplanados, los grana. En la membrana de los tilacoides se encuentran las
moléculas de los pigmentos (clorofilas) y transportadores electronicos, que
efectian la captacion de luz y la transferencia de energia durante el proceso
fotosintético. Los cloroplastos por medio del proceso de la fotosintesis producen el
oxigeno y la mayor parte de la energia quimica que es utilizada por los
organismos vivientes (Gunning, 1996).

2.4.2 Cloroplastos en plantas C 3 En especies con mecanismo Cjz para la
fijacion de carbono, el parénquima en empalizada, esponjoso y las células de las
vainas vasculares contienen cloroplastos del mismo tipo con doble membrana; en
los cuales las membranas tilacoidales estan apiladas dentro de un estroma
homogéneo formando grana. Los cloroplastos del mesoéfilo y la vaina de los haces
son del mismo tamafio (Becerra de Lozano, et al 2002).

2.43 Cloroplastos en plantas C 4 A nivel de cloroplastos las plantas C4
presentan un dimorfismo caracteristico, los cloroplastos de la vaina perivascular
son mas grandes que los cloroplastos de las células del mesofilo, se ubican
proximos a la pared tangencial externa o interna; presentan un reticulo periférico
formado a partir de la membrana interna, menos nimero de grana o ausencia de
estos y forman granos de almidén mas grandes y numerosos que los de la células
del mesofilo (Becerra de Lozano, et al 2002 y Gunning, 1996). Los cloroplastos de
las células mesofilicas presentan apilamientos de membranas tilacoidales los
cuales se encuentran bien organizados y claramente definidos (Paz, 1995).Como
se observa en secciones de hoja de maiz (Z. mays), el xilema y el floema de cada
vena esté rodeado por células de la vaina del haz, y estas por células del mesdfilo.
Las pilas tilacoidales son claramente observadas en los cloroplastos del mesdfilo.

23



Las células del mesdfilo contienen cloroplastos normales con abundantes discos
tilacoidales apilados, lo cual les permite llevar a cabo la fase luminosa de la
fotosintesis. Las células de la vaina carecen de grana y presentan escasos
tilacoides. Asi, los cloroplastos de células del mesofilo contienen los dos
fotosistemas, PSI y PSII, pudiendo generar ATP y NADPH, mientras que los de
células de la vaina solo contienen fotosistema | (Gunning, 1996).

2.4.4 Cloroplastos en plantas intermedias C 3-C4. Un estudio reciente de
ultraestructura de hojas en varias especies intermedias estrechamente
relacionadas de Panicum muestra una alta asociacion de cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas en las células de los haces vasculares. Ademas,
como en las especies C, de panicum, los cloroplastos y mitocondrias de las
células de las vainas vasculares en especies C3-C4 son mas largos que los de las
células del mesdfilo. Como una anatomia inusual, secciones de hojas de P.
schenkii han demostrado que algunas mitocondrias estdn completamente
rodeadas por cloroplastos (Monson et al, 1984).

24



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal de estudio (Caliphruria subedentata) para la realizacién del
presente trabajo fué colectado en el banco de germoplasma, ubicado en el jardin
botanico de la Universidad del Cauca “Alvaro Jose Negret”, vereda La Rejoya,
Popayan; ubicado a 1800 m.s.n.m., temperatura promedio entre 17-19 T,
humedad relativa entre el 69-82 % y precipitacion promedio de 1581 mm/afo; y
caracterizado taxondémicamente en el herbario de la Universidad del Cauca
(Colombia).

Las plantas de las especies a utilizar como referencia Phaseolus vulgaris (Cs), Zea
mays (C4) y Manihot esculenta (intermedia C3-C,) fueron tomadas de cultivos ya
establecidos en la poblaciéon de Mercaderes, Cauca, localizada a 1167 m.s.n.m.,
con temperatura promedio de 22 T y precipitacion p romedio entre 1000- 2000
mm/afio (http://mercaderes-cauca.gov.co).

3.2 ANATOMIA FOLIAR Y ULTRAESTRUCTURA DE CLOROPLAS TOS

Para el estudio anatomico y ultraestructural de C. subedentata se utilizaron 10
hojas adultas seleccionadas aleatoriamente de 10 plantas .diferentes. Cada hoja
fue muestreada en cinco (5) zonas equidistantes de la lamina, para un total de 50
muestras. De las especies de referencia (Z. mays, P. vulgaris y M. esculenta) se
colectaron 5 muestras foliares de las mismas zonas muestreadas para C.
subedentata, pero en una sola hoja, obteniendo 5 muestras por especie; esto a
razon que son especies ampliamente estudiadas y no se hace indispensable
realizar su descripcion.

Todas las muestras fueron procesadas en glutaraldehido al 2 %, post-fijadas en
Tetroxido de Osmio (OsO4) al 2% e incluidas en resinas epoxicas segun el
protocolo establecido por Mercer y Birberk, 1974 (Cuadro 2).

Para el andlisis histoldgico por Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR) de
las especies utilizadas en el estudio, se realizaron cortes transversales semifinos
de 1 um de espesor, y para el estudio de la ultraestructura de los cloroplastos por
Microscopia Electronica de Transmision (MET) cortes ultrafinos de 90 nm. De este
material se obtuvieron fotografias opticas y micrografias electronicas de las cuales
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se hicieron las respectivas mediciones para formar la base de datos a la que se
les realiz6 el andlisis estadistico.

Cuadro 2. Procedimiento “Spurr” para el procesamie nto de muestras de C.
subedentata, P. vulgaris, Z. mays y M. esculenta para observacién de la
anatomia y ultraestructura de los cloroplastos.

PROCESO TRATAMIENTO TIEMPO
PREFIJACION Glutaraldehido 2% 12 horas
LAVADO Buffer fosfato de Millonig | 15 minutos
POSTFIJACION Tetradxido de osmio 1% | 1 horas
LAVADO Buffer fosfato de Millonig | 15 minutos
DESHIDRATACION Etanol 25-90% 1 hora

Etanol 100% 15 minutos

Acetona 30 minutos
IMBIBICION Resina — acetona 3 horas
POLIMERIZACION Resina 48 horas

Segun Mercer y Birberk, 1974.

Mediante el programa SPSS version 11.5 se hicieron comparaciones de las
siguientes variables para todas las especies estudiadas: grosor de la lamina foliar,
tamano de las células del parénquima en empalizada y esponjoso, porcentaje de
espacios intercelulares, tamafio y ndmero de células de la corona vascular.
Teniendo en cuenta que los datos de las variables analizadas no se ajustaron a la
distribucion normal (Shapiro-wilk: p > 0.05) ni a la homogeneidad de varianzas
(Levene: p> 0.05), el analisis comparativo se hizo mediante la prueba no
paramétrica de Kruscal - Wallis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANATOMIA DE LA LAMINA FOLIAR DE Caliphruria subedentata

Observaciones microscopicas en seccion transversal de lamina foliar de
Caliphruria subedentata muestran que presenta hojas cuyo espesor oscila entre
223.19 y en la margen y 607.98 u hacia el centro de la hoja, con una reduccién
gradual del centro hasta el borde; epidermis superior uniestratificada, recubierta
por cuticula y desprovista de tricomas (figura 2) con células generalmente
cuadrangulares a nivel de margen, region media, apice y base de la hoja ( de
24.81- 35.87 u de alto a 33.92 - 46.87 y de ancho), mientras que, en la region
cercana a la nervadura central estas se tornan mucho mas anchas que altas
(33.05 p de alto x 98.09 p de ancho aprox).

En algunas de las células epidérmicas se observa la presencia de cloroplastos;
caracteristica propia de plantas que crecen en lugares con poca luz en el
sotobosque, considerandose como el Unico tipo de plantas que posee estos
organelos fotosintéticamente activos en epidermis (Becerra de Lozano et al, 2002
y Evert, 2006). Normalmente, las células de la epidermis foliar, excepto las células
oclusivas de los estomas, no presentan cloroplastos bien desarrollados (Cortés,
1990); no obstante, Esau plantea de forma general que la epidermis foliar de
plantas vasculares superiores terrestres es un tejido vivo con cloroplastos no bien
diferenciados y que algunas plantas pueden llegar incluso a contener abundante
clorofila en estas células.

El mesofilo presenta una constitucion celular con parénquima en empalizada no
muy definido, como lo refiere Meerow (1989) al describir los géneros Eucharis y
Caliphuria, ya que sus células no poseen forma tipica alargada sino que son casi
isodiamétricas, o con tendencia a ser mas anchas que largas; razén por la cual la
proporcion de este tejido es reducida alcanzando un grosor de 88.62 y a un
méaximo de 107.74 p. A pesar que este tipo de células en la mayoria de plantas
tienen generalmente forma de prismas alargados, la relacion de longitud a anchura
varia notablemente entre especies; asi, la forma que presentan las de C.
subedentata es también encontrada en otras especies vegetales como es el caso
de Taraxacum officinale cuyas células casi isodiamétricas conservan una relacion
de longitud a anchura de 1:1 (Esau, 1976).

Ademas, en las células que conforman el parénquima en empalizada se observan
cloroplastos ubicados sobre la superficie de la membrana plasmética en mayor
namero que en las células del parénquima esponjoso (figura 2A, 2B, 2C, 2D y 2E),
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como es caracteristico en el tejido de empalizada ya que por la disposicion y forma
de estas células los cloroplastos quedan en una posicion mas favorable con
respecto a la luz. En esta especie se mantiene una relacion de cloroplastos en
tejido esponjoso - empalizada de 1:2.5, siendo asi una planta con anatomia foliar
dorsiventral. Sus células se disponen en posicion paralela a las células de la
epidermis y se observan pequefios espacios intercelulares en reducido porcentaje
entre ellas (aprox. 3-5 %). Este tejido consta generalmente de 1 a 2 capas de
células (en margen, region media, apice y base de la lamina), como lo muestra la
figura 2A, 2B, 2D y 2E; hasta 3 capas en cercanias a la nervadura central, figura
2C; dichas células mantienen dimensiones similares en sentido horizontal de la
hoja (margen hasta nervadura central) y miden 33,37 u de alto x 41.76 y de ancho
aprox.; asi mismo las zonas en sentido vertical (apice y base) muestran células
analogas entre si y mas grandes que las de las zonas horizontales, estas miden
54.98 p de alto x 70.73 p de ancho.

El escaso grado de desarrollo del tejido en empalizada y la baja proporcion con
respecto del tejido lagunar que presenta C. subedentata se relaciona con el habitat
en que crecen estas plantas ya que sus hojas se diferencian a baja intensidad
luminica. Esau (1976) plantea que el grado de diferenciacion del mesofilo y la
proporcion de tejido esponjoso y empalizada varian segun la especie y el habitat.
Se sabe que el acusado desarrollo del tejido en empalizada esta relacionado con
la xeromorfia de las especies (tanto en dicotiledoneas como en
monocotiledéneas), cuyas hojas permanecen expuestas a la luz durante su
diferenciacion, y en ellas el parénquima en empalizada es mas desarrollado. Este
fendmeno esta directamente relacionado con la especializacion para captar la luz,
siendo el tejido en empalizada el mas apto para realizar este proceso ya que
debido a la disposicién y forma de sus células, los cloroplastos se presentan en
posicion mas favorable con respecto a la luz; asi, estos se disponen sobre la
membrana durante la fotosintesis y las células estrechas del tipo mas comun del
tejido en empalizada disponen de mas superficie en la membrana por lo que
puede albergar mas cloroplastos en una sola capa, o que es muy benévolo para
las especies xeromorficas (Cortés, 1990 y Rudall, 2007).

El parénquima lagunar tiene un ancho total que oscila entre 199.99 u en la zona
mas delgada (margen), 326.42 p en las zonas intermedias (region media y
contiguo a la nervadura central) y 555.56 y en los zonas mas anchas (apice y
base). En dicho espacio se encuentran de 7 a 10 capas de células (figura 2A, 2B,
2C, 2D y 2E) con formas variadas, frecuentemente alargadas paralelamente a la
superficie de la hoja ubicadas en su mayoria una sobre otra semejando pilas,
pero también algunas redondeadas o isodiamétricas; en el tejido lagunar las
células miden de 29.44 — 38.09 y de ancho x 52.50 — 81.45 py de largo en la
margen, region media y zona cercana a la nervadura central, (figura 2A, 2By 2C)
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y de 44.50 — 56.17 y de ancho x 91.61 — 117.05 p de largo en el &pice y la base de
la hoja (figura 2D y 2E).

Con relacion al area la proporcion entre el parénquima lagunar y el parénquima en
empalizada es 5:1, lo cual confirma el bajo desarrollo del tejido en empalizada en
la lamina foliar de C. subedentata; no obstante, como en cualquier hoja con
mesofilo diferenciado, la mayoria de los cloroplastos se presentan en el
parénquima en empalizada como parte de su especializacion para la actividad
fotosintética. Su relacion comparada de cloroplastos en parénquima esponjoso y
en empalizada equivale 1: 2.5 como ya se habia mencionado; caracteristica que
comparte con Phaseolus multiflorus que conserva una relacion 1: 2.2 segun lo
reporta Esau (1976).

El tejido esponjoso presenta abundantes y grandes espacios intercelulares de
forma irregular y restringidos a partes aisladas de la hoja, como lo muestran las
imagenes de la figura 2. C. subedentata presenta aproximadamente un 21 % de
espacios intercelulares en el borde, la zona media y la base de la lamina foliar, y
hasta el 29 % en el 4pice y la region contigua a la nervadura central; en general el
25 % del mesdfilo corresponde a espacios intercelulares. Esta estructura lagunosa
hace posible el completo intercambio gaseoso entre el exterior y el tejido
fotosintético; ya que, debido a la magnitud del sistema intercelular del mesdfilo una
extensa superficie de membrana celular queda expuesta al aire intercelular (Esau,
1976). Aqui, se visualizan también pequefias camaras estomaticas que ocupan de
una a dos capas de células del tejido lagunar y sin forma definida.

Los haces vasculares, (figura 2A y 2B) inmersos en el tejido foliar se disponen
paralelamente, se muestran en la parte media del mesofilo, por debajo de las
células de empalizada, el tamafio de estas estructuras oscila entre 97.91 y de alto
x 99.9 py de ancho en la margen y el apice, donde la lamina es mas delgada y
158.13 y de alto x 122.68 p de ancho en la regiébn media, region contigua a la
nervadura y base de la hoja. Estan compuestos por células del xilema en posicién
adaxial y células floematicas abaxialmente, encerrados por una vaina de dos
capas de células parenquimaticas, una interna, denominada vaina mestoma
(Esau, 1976), sin cloroplastos conformada por 11 a 18 células de tamafio variable
de entre 0.43 mm? a 1.53 mm?, ademas se nota una tendencia a que las células
laterales sean mas grandes que las de los extremos superior e inferior; y una
vaina externa compuesta por células mas grandes y homogéneas de forma
redondeada en su mayoria, con cloroplastos delgados y largos. Entre haces se
observan de 4 a 5 células en los mas cercanos de la margen, el 4pice y la base de
la hoja y hasta 10 o 12 células en las zonas media y contiguo a la nervadura
central. Finalmente, en la epidermis abaxial se presentan células de forma



variable, desde rectangulares hasta redondeadas en medio de las cuales hay
estomas anomociticos (hoja hipostomatica).

Figura 2. Cortes transversales en diferentes regiones de la hoja de Caliphruria
subedentata observados por MOAR, asi: A. margen (40x), B. region media (10X),
C. regién cercana a la nervadura central (10x), D. apice (10x) y E. base (10x). Se
puede apreciar cuticula (c), epidermis superior (es), e inferior (ei), parénquima en
empalizada (pe), parénquima lagunar (pl), floema (fl), xilema (xl), corona vascular
(cv), y espacio intercelular (eic).




4.2 ULTRAESTRUCTURA DE LOS CLOROPLASTOS DE Caliphruria
subedentata

En Caliphruria subedentata, el parénquima en empalizada muestra cloroplastos
abundantes, figura 3A; algunos ubicados en las paredes celulares (en posicién
centrifuga) y otros dispuestos centralmente dentro de la célula, sin inclusiones de
almidon. Se observa desde 2 hasta 14 cloroplastos por célula, con un promedio
general de 7; en términos de densidad hay un promedio de 1.1 cloroplastos/mm?.
Los cloroplastos adheridos a la membrana celular son de forma alargada con un
tamafo promedio entre 4 - 5 py de largo y 0.5 - 1 y de ancho, mientras que los del
centro tienen forma mas o menos circular. A nivel interno, estos cloroplastos,
figura 3B; muestran asociaciones granales de aspecto poco definido, en las que se
cuentan hasta 20 laminas tilacoidales; las lamelas intertilacoidales son pequefias y
no alcanzan a distinguirse claramente. Se observa también un peroxisoma
adyacente a la membrana cloroplasmatica; y algunos plastoglobulos (goticulas
denso-electrénicas) inmersos en el cloroplasto, organelos celulares no
delimitados por membranas y compuestos principalmente por quinonas lipofilicas,
carotenoides y vitamina K, estos aumentan en numero durante la época de la
senescencia, asi como en plantas que crecen a la sombra (Przybyl e Idzikowska,
2003), como es el caso de C. subedentata. Aunque en M. esculenta estas
estructuras también se presentan pero en menor niUmero por ser esta una especie
que crece en ambientes con alta exposicion solar.

Figura 3. Seccion transversal de hoja de C. subedentata (A) observada por MOAR
(40x); muestra epidermis superior (es) y parénquima en empalizada (pe) con
abundantes cloroplastos (cl). Micrografia electrénica de transmision (B) de hoja de
C. subedentata mostrando cloroplastos (cl) de parénquima en empalizada con
granas (g), peroxisoma (p) y plastoglobulos (pl). 15000x




Las células del parénquima esponjoso presentan menor cantidad de cloroplastos
gue las del tejido de empalizada encontrando de 1 hasta 11 cloroplastos por
célula, con una media de 6; en términos de densidad hay en promedio 0.5
cloroplastos/mm?, a excepcion de la zona contigua a la nervadura central en la
cual se encuentran en promedio hasta 3 cloroplastos/mm?. En el parénquima
lagunar los cloroplastos son mucho mas largos que en las células de empalizada,
y en apariencia mas delgados, miden entre 6 — 11 p de largo por 0.5 — 2 p de
ancho; se encuentran ubicados en las paredes celulares. Las membranas
tilacoidales, figura 4B observadas ultraestructuralmente estan agrupadas en
granas al igual que en el tejido de empalizada. En estos cloroplastos se aprecian
hasta 18 asociaciones granales cortas y bien definidas, unidas entre si por algunas
lamelas no cuantificables a la vista; de la misma manera, se observan hasta 10
pequeiios plastoglébulos inmersos en el estroma.

Figura 4. Seccion transversal de hoja de C. subedentata (A) observada por MOAR
(40x); muestra epidermis inferior (ei) y parénquima esponjoso (pe) con
cloroplastos (cl) y espacios intercelulares (eic); y, micrografia electronica de
transmision (B) de hoja de C. subedentata mostrando cloroplastos (cl) de
parénquima esponjoso con granas (g), lamelas estromales (le) y plastoglobulos
(pl). 5000x

En las coronas vasculares, figura 5A; es evidente la escasez de organelos, la
vaina es poco desarrollada, con muy pocos cloroplastos y mas pequefios que los
de las células del mesdfilo; su tamafio promedio es de 3 - 4 p de largo por 0.5 —
1.5 p de ancho. En la zona més cercana al haz vascular se observan células con
varias mitocondrias como las observadas en la figura 5B; algunas de ellas se
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hallan asociadas a los cloroplastos pero en su mayoria (hasta 8 mitocondrias) se
ven dispersas en la célula. Estos cloroplastos presentan organizacién tilacoidal
granal, pero con asociacion diferente a la de los cloroplastos del mesdéfilo. En los
cloroplastos de la vaina vascular, los grana estan compuestos por membranas
tilacoidales mas largas de modo que pareciera no formar grana, son mas escasos
(aproximadamente 8 granas/cloroplasto) y estan compuestos por entre 4 y 10
tilacoides, unidos por lamelas largas.

Figura 5. Seccion transversal de hoja de C. subedentata (A) observada por MOAR
(40x); muestra corona vascular (cv), floema (fl), xilema (x) vy cloroplasto (cl).
Micrografia electrénica de transmisién de hoja de C. subedentata (B) mostrando
mitocondrias (m), membrana plasméatica (mp). y pared celular (pc). Micrografia
electrénica de transmision de hoja de C. subedentata (C) mostrando cloroplasto
(cl), grana (g) y lamelas estromales (le). B y C a 20000x.




4.3 RELACIONES ESTRUCTURALES Y ULTRAESTRUCTURALES

Hoy en dia es bien conocida la relacion que existe entre las caracteristicas morfo-
anatomicas y ultraestructurales, y las vias fotosintéticas de los diferentes tipos de
plantas, esto permite tener plantas tipicas que sirven como referencia para el
estudio de otras.

A continuacién se relaciona la estructura del tejido foliar de Caliphruria
subedentata con la de Zea mays (C,), Phaseolus vulgaris (C3) y Manihot esculenta
(Cs-C,), especies estas representantes de diferentes vias fotosintéticas. Y a nivel
de ultraestructura se discute la organizacion tilacoidal de los cloroplastos de C.
subedentata respecto de las tres especies mencionadas. En el Cuadro 3 se
pueden observar los valores morfométricos de ciertas caracteristicas foliares para
las cuatro especies.

4.3.1 Relaciones estructurales

4.3.1.1. Lamina foliar. La lamina foliar de C. subedentata es mas gruesa (220 —
600 p) con referencia a las otras especies estudiadas, las cuales alcanzan en
general un grosor maximo de 150 p en P. vulgaris, 104 pen Z. mays 'y 99 p en M.
esculenta. Esta es una caracteristica muy particular dado que C. subedentata
posee un parénquima en empalizada compuesto por células casi isodiamétricas
(no alargadas) que ocupan un espacio reducido en el mesofilo; por el contrario, en
las otras especies estudiadas, este tejido es mucho mas desarrollado,
exceptuando a Z. mays, que no posee esta caracteristica. Ademas, C.
subedentata es una especie que restringe su habitat a lugares con condiciones de
luz débil, por lo que se considera como una planta con hojas de sombra.

De acuerdo con la literatura este tipo de plantas exhibe hojas mas delgadas que
las de plantas desarrolladas a plena exposicién solar debido a que estas ultimas
poseen mas capas de células en empalizada y células mas largas (Azcon Bieto y
Taldn, 2003; Barcelo, et al. 1998, y Opik y Rolfe, 2005). Mas sin embargo, como
se puede observar en la figura 6A, 6C, 6E y 6G; en el campo visual de 10x, las
diferencias son notorias, asi como lo indican los valores numéricos. Pero, a
diferencia de las hojas de sol C. subedentata no debe su grosor de lamina foliar al
amplio desarrollo del tejido de empalizada, sino al desarrollo del parénquima

34



Cuadro 3: Caracteristicas
metabdlicas para la fijacion de carbono comparadas

anatomicas foliares de p

lantas con diferentes rutas

con C. subedentata.

Planta P. vulgaris Z. mays M. esculenta Caliphruria
Cs C, Cs-C4 subedentata
Carécter
Grosor 85—-150 p 65 -104 p 66 - 99 n 220 - 600 p
lamina foliar
Parénquima No diferenciado | Parénquima Parénquima lagunar
Mesofilo lagunar 'y en|]en parénqu. | lagunar y en|y en empalizada
empalizada lagunar y | empalizada bien | poco diferenciado
empalizada diferenciado
Alargadas (1 Alargadas (2 | Cuadrangulares
Células de | capa), con capas), con pocos | casi mas anchas
empalizada abundantes espacios que largas. (1-3
espacios No tiene intercelulares. capas).
intercelulares. 22-42 p largo x 5- | 32-56 W largo x 40-
20-50 p largo x 6.5 p ancho 81 p ancho
12-15 p ancho
Redondeadas. 13- | Ovaladas Redondeadas Alargadas paralelas
Células 25 p largo x 14-20 | 13-45 p alto x 7.5-9.5 p alto x a la superficie de la
lagunares K ancho 10-95 p ancho 10 -12 p ancho hoja. 29-56 p alto x

40-81 1 ancho.

% espacios

intercelul. 29-36 % 16-24 % 8-14 % 18-30%

Con cloroplastos Con grandes | Con cloroplastos | Con muy pocos

ubicados en la cloroplastos ubicados en la | cloroplastos

pared celular (4-6 | ubicados en la | pared celular | ubicados en la pared
Corona clop/cell) pared celular (5- | (3-4 clop/cell) celular (1-3
vascular 6 clop/cell) clop/cell)
Ne
cell/corona 4-13 células 5-8 células 10-16 células 11-15 células
vascular
Tamarfo 33-56 p alto x 42- | 46-87 p alto x| 39-74 p alto x 40- | 94-160 p alto x 100-
corona 51 g ancho 66-110 p ancho | 68 p ancho 150 p ancho
vascular

Granales en | Granales en | Granales en | Granales en

mesofilo y corona | mesdfilo, mesofilo y corona | mesoéfilo y corona
Cloroplastos | vascular agranales en c. | vascular vascular.

vascular.




Figura 6: Secciones transversales de lamina foliar de P. vulgaris (C3) Ay B (10x y
40x) Z. mays (C4) Cy D (10x y 40x), M. esculenta (C3-C4) Ey F (10x y 40x) y C.
subedentata, G y H (10x y 40x), muestran: epidermis superior (es), parénquima
en empalizada (pe), parénquima esponjoso (pes), espacios intercelulares (eic),
corona vascular (cv), haz vascular (hv), epidermis inferior (ei), observadas por
MOAR.




lagunar compuesto por varias capas de células. Segun White y Montes (2005) un
mayor espesor de la hoja es generalmente asociado con una mayor tasa de
asimilacién de carbono de la hoja, pero puede también estar relacionado con el
contenido de agua de la especie. El equilibrio entre las hojas mas gruesas en
comparacion con las mas grandes también es afectado por la estructura del dosel
y la intercepcién de la luz.

<> Tejido mesofilico.  El tejido parenquimético de C. subedentata, (figura 6G
y 6H) presenta los siguientes aspectos:

. Aunque se halla diferenciado en parénquima en empalizada (con células de
forma no tipica) y parénquima esponjoso, tiene una organizacion particular y
especifica que difiere del meséfilo de P. vulgaris y M. esculenta (figura 6A, 6B, 6E
y 6F). Con Z. mays, no muestra similitud (figura 6C y 6D) ya que en esta especie
el mesdfilo no se halla diferenciado. En general se observa que las especies con
mesofilo diferenciado en parénquima lagunar y parénquima en empalizada,
presentan mayor numero de cloroplastos en el tejido de empalizada que en el
esponjoso, lo que representa uno de los aspecto caracteristicos de este tipo de
células por ser el parénquima clorofilico mas especializado; asi como su
disposicién junto a las paredes celulares principalmente durante la fotosintesis
activa de la planta cuando realizan movimientos de ciclosis (Esau, 1976)

. Aungue las coronas de sus haces vasculares estan rodeados de una doble
capa de células, en C. subedentata estas tienen un limitado numero de
cloroplastos (1-3 cloroplastos/célula) muy pequefios, similar a la vaina escasa en
organelos de las plantas C3 y diferente de la estructura en plantas C4, y también
menor en numero que el observado en especies intermedias.

. Los cloroplastos de la corona vascular ocupan menos del 5% del area
celular, en contraste con mas del 50% que ocupan estos organelos en las células
de Z. mays, y que ademas son de mayor tamafio y contienen abundantes
inclusiones de almidén, como se observa en la figura 7B; caracteristica que
tampoco se observa en C. subedentata dado que sus cloroplastos no
presentan este tipo de moléculas.

. Respecto a P. vulgaris (4-6 cloroplastos/célula) y M. esculenta (3-4
cloroplastos / célula), también conserva una menor relacién en cantidad y tamafio
de cloroplastos y difiriere en la presencia de granos de almidén que si poseen
estas especies.
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En este aspecto, las caracteristicas de C. subedentata son similares a las de
especies C; del género Panicum (género de plantas gramineas con especies Cs,
C, y C3-Cy) en cuyas plantas se evidencia la presencia de haces vasculares con
dos vainas, la vaina mestoma y la vaina parenquimatica (Guevara y Ramia, 2007),
pero que no corresponden a la tipica anatomia Kranz.

/7

X Vaina del haz vascular. La vaina o corona del haz vascular de una hoja, es
una capa de parénquima compacto dispuesto alrededor de los vasos y un canal de
comunicacion entre los vasos y las células del mesofilo, que llevan a cabo el flujo
de compuestos, durante el desarrollo foliar, durante la exportacion de fotosintatos
y durante la senescencia de la hoja. La vaina del haz también lleva a cabo el flujo
de agua del xilema a las células del mesofilo y luego a los espacios intercelulares.
Estas son las Unicas células fuera del propio sistema vascular (xilema, floema, y
algunas de sus células del parénquima asociado) a través de las cuales pueden
pasar muchas sustancias (Leegood, 2007). Estas estructuras varian de acuerdo
con la via fotosintética que la planta utilice para la fijacion de carbono, como se
especifica en el item 2.3, principalmente por su nimero de células y presencia de
cloroplastos.

En C. subedentata el numero de células por corona vascular (11 - 15 células
de diversos tamafios, observados en la figura 7D), es mayor en comparacion
con Z. mays (figura 7B) cuyas coronas estan formadas por 5-8 células; en
este caracter C. subedentata muestra mayor similitud con la anatomia de P.
vulgaris (figura 7A) y M. esculenta (figura 7C), las cuales tienen de 7-13 y 10-16
células en la corona vascular respectivamente, lo que coloca estas tres especies
dentro de un mismo rango. lgualmente es comparable con las especies C; del
género Panicum que segun Guevara y Ramia, 2007 presentan de 4 -12 células
clorenquimaticas entre haces vasculares adyacentes, generando un consecuente
amplio espaciado entre sus haces vasculares, asi como ocurre en el tejido foliar
de C. subedentata.

Los haces vasculares se presentan, en general ubicados en la parte central del
mesofilo y en las especies con mesdfilo diferenciado, por debajo del parénquima
de empalizada; en M. esculenta se desplazan hacia la region abaxial, emergentes
sobre la epidermis inferior. El tamafio se da en relacion con el espesor de la
lamina foliar mostrando una relacién directamente proporcional con los valores
promedio observados en el cuadro 3.
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Figura 7. Secciones transversales de lamina foliar observadas por MOAR
mostrando coronas vasculares de A. P. vulgaris (C3) (100x) B. Z. mays (C,)
(100x), C. M. esculenta (C3-C4), (100x) y D. C. subedentata (40x), se observan
células de la corona vascular (ccv), cloroplastos de corona vascular (cl) y haz
vascular (hv)

B
A ©

<> Distancias intervenales. La cercania entre los haces vasculares es una
caracteristica particular de plantas con metabolismo C,; (especialmente en
gramineas), en las que las distancias entre nervaduras son mas cortas que las de
las especies Cs; en las primeras el nimero de células clorenquimaticas del
mesdfilo entre vainas adyacentes por lo general esta entre 2 y 4, lo que favorece
el transporte de metabolitos entre el mesdfilo y las células de la vaina del haz dado
gue genera un contacto intimo entre estas células ( Leegood, 2007, Ueno et al.
2006, Ueno y Sentoku, 2006, Dengler et al. 1994 y Longstreth, et al. 1980). Para
C. subedentata este valor oscila entre 6 y 12 células. Al hacer una comparacién
en términos de area, se evidencia una clara diferencia de C. subedentata con
respecto de Z. mays, (monocotiledénea C,); en hojas de C. subedentata, también
monocotiledonea, se encuentran en promedio de 3-4 haces vasculares por cada
cm? de tejido foliar, mientras que en Z. mays se hallan hasta 17 haces vasculares
en un area equivalente, lo que muestra distancias intervenales mas grandes para
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C. subedentata, que conserva una relacion 1:6 con Z. mays. Estas distancias
amplias en C. subedentata no aportarian una estructura optima para el buen
funcionamiento de la fotosintesis C4, ya que en esta ruta de fijacion de carbono,
una distancia corta entre las células del mesoéfilo y las células de la vaina vascular
€s un requisito previo para el rapido transporte de los metabolitos fotosintéticos,
asi como la proximidad de las venas también puede ser necesaria para la
expresion adecuada de las enzimas fotosintéticas en las células del mesdfilo y las
células de la vaina vascular (Ueno et al. 2006 y Langdale y Nelson, 1991).

Estas variaciones anatdmicas estan relacionadas con la presencia de tejido
fotosintético por unidad de area, y las especies C, tienen la mayor cantidad de
tejido fotosintético/area dentro de los tipos de vias metabolicas para la fijacion de
carbono; esto indica una alta divergencia entre C. subedentata y la especie C4
estudiada, lo cual reduce la probabilidad de que C. subedentata sea una especie
gue fije carbono por esta via metabdlica. Una mayor similitud la presenta con P.
vulgaris, especie Cs en la que se hallan de 6-8 haces vasculares por cm?, por lo
que C. subedentata conserva una relacion 1:2 respecto de esta especie.

X Espacios intercelulares. Los tejidos de la lamina foliar en las especies
estudiadas muestran claras variaciones en su estructuracion, cada una presenta
una apariencia particular cuando es observada al microscopio, tanto por la forma
de sus células como por la distribucion y organizacion de estas. Asi, el tamafio y la
forma de los espacios intercelulares que exponen son especificos para cada una
de estas cuatro especies:

. En P. vulgaris, estos espacios alcanzan entre el 29 - 36 % de la lamina
foliar, lo cual se da por los amplios espacios que contiene el parénquima en
empalizada y las pequefias y escasas células del parénquima lagunar,
caracteristica que no se observa en las otras especies.

. En C. subedentata los espacios intercelulares representan del 18 - 30 %
segun la region de la hoja, un valor parcialmente elevado para la cantidad y el
tamafo de células observadas en el tejido, lo cual se debe al espesor de su lamina
foliar, el cual es grande comparado con el de las otras especies, y el reducido
desarrollo de su parénquima en empalizada que deja mas espacio dentro del
mesofilo para el tejido esponjoso, caracterizado por su amplio contenido de
espacios aéreos.

. En Z. mays entre el 16- 24 % de su area foliar esta desprovista de células,
a pesar de no tener parénquima en empalizada; y...

4C



. En M. esculenta se ven los porcentajes mas reducidos con el 8 — 14 %,
valores que se ven disminuidos por el amplio desarrollo del parénquima en
empalizada y la densa poblacion de células del parénquima esponjoso.

De acuerdo con los anteriores datos y con respecto a los espacios intercelulares,
C. subedentata estd contenida entre el rango de valores de la especie C; y la
especie C4, aunque cada una conserva su organizacion anatomica particular;
mientras que, M. esculenta se halla por debajo de estos valores. P. vulgaris y C.
subedentata tienen el mayor porcentaje de area foliar desprovista de células y mas
espacio intercelular aéreo, caracteristica propia de plantas Cs

4.3.1.2 Otras consideraciones. La anatomia que presenta Z. mays es como la
descrita por Evans y von Caemmerer (1996) y Gunning (1996) para plantas C,,
segun los autores este tipo de fotosintesis requiere una anatomia foliar
especializada en la que las células fotosintéticas estan organizadas en dos
cilindros concéntricos: células mesofilicas de paredes delgadas adyacentes al
espacio intercelular radiadas de las células de la vaina del haz de pared gruesa;
asi Z. mays, hoja tipica C4 o Kranz (figuras 6C, 6D y 7B); muestra tejido vascular
rodeado por una capa de células formando la corona vascular (vaina mestoma),
las cuales son muy cercanas entre si, estas células contienen numerosos
cloroplastos con abundantes inclusiones de almidén localizados sobre la pared
celular; y rodeando estas células se localizan las células del mesofilo (vaina
parenquimatica), con cloroplastos mas pequefios y menos numerosos. Estas
observaciones concuerdan con lo descrito por Riafio, et al. (1987)

Aunque, M. esculenta, (figura 6E y 6F) por ser una planta intermedia C3-Cy,
presenta mesofilo diferenciado, el parénquima de empalizada se halla ubicado en
el lado adaxial de la hoja y tiene un acusado desarrollo; segun Riafio et al. (1987)
en yuca este tejido ocupa alrededor del 70 % del grosor de la hoja, formando a su
vez una estructura de embudo; las células alargadas que lo componen contienen
copiosos cloroplastos con gran cantidad de granos de almidén, como lo
corroboran también Riafio et al. (1987) en un estudio sobre las caracteristicas
fotosintéticas de la yuca. El tejido vascular esta rodeado por células ovaladas y de
tamafo reducido con relacion al tamafio de las células de las coronas de otras
especies, estas células contienen cloroplastos en menor cantidad que Z. mays y
se muestran localizados cerca de la pared celular como lo confirman Riafio et al.
(1987). Una caracteristica particular, no observada en las otras especies
estudiadas, es que en M. esculenta se ven células similares a las de la vaina del
haz que se extienden hacia la epidermis, lo que hace que se conozca como un
tipo de hoja heterobarica Estas extensiones de la vaina predominan en especies
de hojas caducas, y generan compartimentos al interior de la hoja que previenen
la difusion lateral de gases en el mesdfilo, también, parecen ser adaptaciones al
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ahorro de agua y la proteccion del mesofilo contra el estrés hidrico, asi como
también son capaces de disminuir la propagacion de enfermedades Yy
proporcionar apoyo estructural ya que estas hojas tienden a ser mas delgadas y
mas facilmente dafiadas por el viento (Leegood, 2007 y Nikolopoulus, et al.
2002)

En frijol, planta Cs, igual que lo reporta Paz (1995) el parénquima en empalizada
esta formado por células alargadas y en disposicion no compacta, contiene
considerables espacios entre ellas, a diferencia del tejido en empalizada de
plantas intermedias, sus células son mas grandes y menos numerosas. Las
coronas vasculares estdn compuestas por una capa sencilla de mas o menos 7
células redondeadas, en las cuales es evidente la escasa presencia de
cloroplastos localizados junto a la pared celular en los que se aprecian varios
granulos de almidon. El parénquima lagunar consta de pequefias y pocas células
con cloroplastos situados sobre las paredes celulares.

Las observaciones realizadas al microscopio y las caracteristicas generales que
poseen las plantas con diferentes vias metabdlicas para fijacion de carbono,
sugieren que C. subedentata a pesar de tener una organizacion particular y no
tener rasgos muy semejantes con las plantas escogidas para este estudio
comparativo, sus caracteres anatdmicos en conjunto se asemejan mas a una
planta con ruta metabdlica Cz que a las demas.

Se encuentra en primer lugar presencia de mesoéfilo diferenciado, con parénquima
en empalizada constituido por células de forma no tipica pero con numero y
tamano de cloroplastos superior al presente en el tejido esponjoso y organizado en
una 0 mas capas, la notable reduccion de la longitud de estas células es una
caracteristica propia de plantas que se desarrollan a la sombra, como es el caso
de C. subedentata. Las células del parénquima lagunar se presentan dispuestas
paralelamente a la superficie de la hoja formando varias capas y con amplios
espacios entre ellas y no dispuestas alrededor de la corona vascular como en
plantas C,. El area celular ocupada por cloroplastos, como ya se ha mencionado,
es bastante baja (> 5%) dado que esta planta posee una vaina vascular poco
definida y con escasos organelos como en las plantas Cs, lo que difiere
mucho de la vaina de plantas C, en las cuales este valor se halla por encima del
50%, a razon de la elevada tasa fotosintética que las caracteriza.

Las distancias intervenales que tiene C. subedentata son acordes con la anatomia
gue tienen las plantas Cs, en las que el nimero de células entre cada haz vascular
es mayor que el presente en plantas con via metabdlica de fijacion de carbono C4
y C3-C4 y por lo tanto la distancia entre un haz y otro, y como lo muestran los
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resultados C. subedentata conserva una proporcion 1:2 con relacion a la especie
C; estudiada, esta caracteristica muestra que la cantidad de tejido mesofilico por
unidad de area para C. subedentata es menor que el que deberia tener si esta
fuera una especie C,.

4.3.2 Relaciones ultraestructurales. Las observaciones de la ultraestructura de
cloroplastos permitieron establecer la organizacion que tienen los cloroplastos de
las diferentes especies utilizadas en el presente estudio.

Las micrografias electrénicas de Z. mays muestran un marcado dimorfismo entre
los cloroplastos del mesoéfilo y los de la corona vascular, caracteristica propia de
las plantas con ruta metabdlica C4, como lo reportan Gunning (1996) y Lawton
(1988) para esta especie. En las células mesofilicas, se observan cloroplastos con
apilamiento de membranas tilacoidales, figura 8A y 8B; los cuales constituyen
grana claramente definidos y contienen pocos granos de almidon; igual que lo
describe Riafio et al. (1987). Cada asociacidon contiene entre 7 y 21 membranas
tilacoidales conectadas por lamelas estromales en proporcion de una lamela por
cada dos o tres tilacoides. Segun lo reporta Paz (1995) en Z. mays se pueden
hallar agrupaciones granales de hasta sesenta membranas tilacoidales Los
cloroplastos de la corona vascular, figura 8C; por el contrario estan compuestos de
largos tilacoides que se extienden por entre grandes y abundantes granos de
almidon, datos corroborados por Riafio et al. (1987).

La ultraestructura de cloroplastos en P. vulgaris, (figura 9A, 9B, 9C y 9D) muestra
tilacoides asociados en grana tanto en los cloroplastos del mesofilo como en los
de corona vascular, tipicos de las plantas Cs, y sin grandes diferencias
estructurales, Paz (1995) describe cloroplastos sin diferencias estructurales en P.
vulgaris y afiade que se observan abundantes asociaciones cloroplasto-
mitocondria. Los grana estan constituidos por la unién de entre 9 -12 membranas
tilacoidales, unidas por 4 - 5 lamelas bien definidas; segun Stoyanova y Velikova
(1997) los grana son de diferente tamafio y varian desde 4, 15 0 18 tilacoides los
cuales estan conectados por un pequefio tilacoide estromal y reporta también, la
presencia de plastoglébulos en algunos cloroplastos de esta especie, dato que
difiere con lo encontrado en esta investigacion. Inmersos en el cloroplasto, se
aprecian también grandes granos de almidén largos y delgados. Thompson
(1965), refiere que en P. vulgaris las regiones internas de los granas estan
separadas del estroma y que el sistema de tilacoides libres parece ser un sistema
de membranas continuas, esta caracteristica es poco apreciable en las
micrografias obtenidas en este trabajo, pero si se evidencian claramente largas
fibras tilacoidales que se extienden entre los granos de almidon.



Figura 8. Micrografias electronicas de transmision de Zea mays mostrando, A.
cloroplasto granal (cl) de mesdfilo (25000x) en el que se observan grana (g),
lamelas estromales (le), B. ampliacion fotografica de cloroplasto de mesofilo (a
partir de micrografia de 25000x) y C. tilacoides (t) en cloroplasto agranal de
corona vascular y varios granos de almidon (ga), (30000x).
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Figura 9. Micrografias electrénicas de transmision de P. vulgaris mostrando A.
cloroplasto granal (cl) de mesdfilo (12000x) B. ampliacion fotografica de
cloroplasto del mesdfilo (a partir de micrografia de 12000x), C. cloroplasto granal
de corona vascular (12000x) y D. ampliacién fotografica de cloroplasto de la
corona vascular (a partir de micrografia de 12000x), se observan grana (g),
lamelas estromales (le) y granos de almiddn (ga).




M. esculenta, como se describe en un estudio ultraestructural realizado por Paz
(1995) sobre la yuca, presenta cloroplastos mesofilicos (figura 10A y 10B)
constituidos por tilacoides claramente definidos y muy bien organizados en el
estroma cuyo espacio comparten con grandes y abundantes granos de almidén.
Cada grana estad conformado por 8-18 tilacoides cortos y simétricos, cada 2-3
tilacoides se observa una lamela interconectando los grana. Las células de la
corona vascular tienen cloroplastos igualmente granales (figura 10C y 10D), pero
en estos los grana no se aprecian tan organizados, igual que lo reporta Riafio et
al. (1987) quienes los describen como “difusos y dispersos por toda la matriz del
cloroplasto sin formar estructuras caracteristicas”. Sus grana contienen hasta 15
tilacoides de estructura diferente y estan unidos por lamelas mas largas. En estos
cloroplastos se observan granos de almidon y son mas largos y delgados que los
encontrados en los cloroplastos del mesdfilo.; la observacion de estas moléculas
difiere de lo descrito por Riafio et al. (1987) quienes reportan cloroplastos sin
inclusiones de almidoén.

La organizacion tilacoidal de C. subedentata indica una sola clase de cloroplastos
en su tejido foliar (figura 11A, 11B y 11C). A nivel de mesdfilo, y como se describio
anteriormente, se hallan cloroplastos con grana formados por 11-29 tilacoides de
longitud asimétrica y muy finos, conectados por varias lamelas cortas. Y en las
células de la corona vascular, se observan cloroplastos con grana (figura 11D y 11
E), pero aqui estas estructuras son menores en ndmero y las membranas
tilacoidales que los conforman son mas largas.

La ultraestructura de cloroplastos de C. subedentata, muestra formaciones
granales largas, conformadas por bastantes tilacoides e interconectadas por
lamelas estromales mas cortas, en comparacion con los grana de las otras
especies estudiadas; estas por su parte, tienen grana cortos y muy bien definidos,
principalmente a nivel de mesdfilo, region en la que todas las especies estudiadas
presentan estas agrupaciones, lo que es observable en la figura 12A, 12C, 12E y
12G; y en la corona vascular aquellas especies que poseen estas asociaciones,
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Figura 10 Micrografias electrénicas de transmision de Manihot esculenta A.
cloroplasto granal (cl) de mesdfilo (12000x), B. ampliacion fotografica de
cloroplasto de mesdfilo (a partir de micrografia de 12000x) C. cloroplasto granal de
corona vascular (25000x), D. ampliacion fotografica de cloroplasto de corona
vascular (a partir de micrografia de 25000x), se observan asociaciones granales
(9), lamelas estromales (le), granos de almidon (ga).
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Figura 11. Micrografias electrénicas de transmision de Caliphruria subedentata, A.
cloroplasto granal (cl) de meso6filo (5000x), B y C. ampliacién fotografica de
cloroplasto de mesofilo (a partir de micrografia de 5000x) en la que se observan
los grana, D. cloroplasto granal de corona vascular (20000x), E. ampliacién
fotografica de cloroplasto de corona vascular (a partir de micrografia de 20000x), e
observan grana (g), lamelas estromales (le), pared celular (pc) y lamina media

(Im).




Figura 12. Comparacion de la organizacion tilacoidal de cloroplastos de P. vulgaris A.
grana mesofilico y B. grana de corona vascular, de Z. mays, C. grana de cloroplasto de
mesofilo y D. tilacoides (t) de cloroplasto de corona vascular, de M. esculenta, E. grana
mesofilico y F. grana de corona vascular, y de C. subedentata, G. grana mesofilico y H.
grana de corona vascular. Se observan lamelas estromales (le), granos de almidén (ga) y
grana (g). Las ampliaciones fotograficas se obtuvieron a partir de micrografias de: A y F.
25000x, B.30000x, C,D y E. 12000x, G. 5000x y H. 20000x.




qgue son: P. vulgaris figura 9C y 9D, M. esculenta figura 10C y 10D, y C.
subedentata figura 11D y 11E).

De esta forma el volumen estromal donde estan localizadas las enzimas del ciclo
de Calvin es reducido, pero los grana que ocupan un mayor porcentaje del
estroma del cloroplasto contienen la mayor parte de la clorofila (Lambers, et al.
2008), caracteristica que es propia de los cloroplastos de aquellas hojas que se
desarrollan a la sombra, como es el caso de C. subedentata. El hecho que las
otras especies estudiadas sean plantas que crecen bien a niveles mas altos de
irradiancia, por ser plantas de sol, hace que las diferencias en la forma de los
grana de sus cloroplastos con relacion a C. subedentata sean bien notorias. Estas
diferencias se dan incluso, entre los lados de una misma hoja, encontrando, como
se observa en la figura 4B, que los cloroplastos de mesofilo localizados en el lado
abaxial de la hoja de C. subedentata contienen mas nimero de grana y espacio
estromal reducido, y los cloroplastos en la zona de empalizada (haz de la hoja),
mantienen un menor nimero de grana respecto del envés de la hoja, pero mayor
gue el de las hojas de las otras especies.

En las coronas vasculares, la Unica especie que presenta cloroplastos sin
formaciones granales es Z. mays, un estudio realizado por Solis et al. 1989 revel6
la formacién de cloroplastos con grana poco desarrollados en este tipo de células
en callos de Z. mays. En estos cloroplastos los tilacoides son largas fibras como
las observadas en la figura 8B; las otras especies en cambio poseen cloroplastos
granales tanto en el mesofilo como en las células de la corona, lo que hace que C.
subedentata sea divergente de Z. mays, dada la presencia de cloroplastos
granales tanto en el mesofilo como en las células de su corona vascular. Por otro
lado, esta planta muestra similitud con la especie C; y C3-C4 estudiadas, las
cuales tampoco presentan cloroplastos dimérficos, aunque cada una de las
especies tiene una organizacion granal particular.

La formacién de grana en los cloroplastos es una caracteristica que permite hacer
una separacion espacial de los fotosistemas dentro del estroma y se considera
como una estrategia adaptativa frente a la naturaleza para separar los sistemas en
rapidos y lentos de acuerdo con su cinética de captura exciténica (Wilhem H. y
Wilhem C, 1993); asi estos sistemas estan asociados con diferentes regiones de
las membranas tilacoidales, el fotosistema Il se localiza en las formaciones
granales donde se halla densamente empaquetado en una membrana, con este
arreglo estructural, el fotosistema Il, que es aproximadamente tres veces mas
lento que el fotosistema |, puede estar presente en mayor cantidad. (Paz, 1995).
El fotosistema | por su parte, se halla en las membranas tilacoidales no apresadas
del cloroplasto, donde estan localizadas las enzimas del ciclo de Calvin (Lambers,
et al. 2008). La estructuracion granal de C. subedentata podria indicar una alta
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concentracion de PSII en los cloroplastos de mesofilo los cuales contienen amplios
grana de abundantes membranas tilacoidales mientras que los tilacoides
estromales son menos abundantes.

En las plantas C,, las células del mesdéfilo no realizan ciclo de Calvin, dado que las
enzimas de este ciclo estan localizadas en los cloroplastos de la corona vascular,
asi, el contenido de almidon esté restricto a los cloroplastos de la corona vascular
y los del mesdfilo solo lo almacenan cuando los cloroplastos de la corona alcanzan
sus maximas concentraciones (Lambers, et al. 2008). Por el contrario, en
C.subedentata, la presencia de esta molécula es inapreciable tanto en los
cloroplastos del meséfilo como en los de la corona vascular, posiblemente por el
consumo de carbono que le implica la sintesis de compuestos por metabolismo
secundario, tales como los compuestos alcaloidicos tipo galantamina que sintetiza
esta especie (Cabezas, 2002), y en este contexto la planta quiz4 no disponga de
un excedente de carbono para sintesis de carbohidratos de reserva como el
almidon. Otra explicacion tentativa para la ausencia de almidon en los cloroplastos
de C. subedentata es que esta planta al habitar en condiciones naturales en un
ambiente con baja disponibilidad de luz sintetice almidon en cantidades muy bajas,
caracteristica propia de plantas escidfilas (Azcon-Bieto et al. 2003 y Barcel6 et
al.1998).

4.3.3 Consideraciones finales. Como una caracteristica anatémica adicional
que puede relacionarse con la capacidad fotosintética y por ende con el tipo de via
de fijacion de carbono, se puede mencionar que en general las hojas con mayor
capacidad fotosintética tienen estomas adicionales en su epidermis superior,
como estructura que favorece el proceso de difusibn ya que asi se reduce la
longitud del trayecto de difusion (Evans y von Cammerer, 1996); y como esta
documentado los valores mas elevados de fotosintesis los tiene la via fotosintética
C4 (Ueno et al. 2006). Como se vio en el analisis anatomico de las especies
estudiadas, la Unica que presenta esta caracteristica es Z. mays, especie
representativa del metabolismo C4, cuyas hojas presentan estomas tanto en el haz
como en el envés, por lo que sus hojas son anfiestométicas; mientras que P.
vulgaris (C3), M. esculenta (C3-C4), asi como C. subedentata tienen hojas
hipostomaticas. Ademas, las distintas vias metabdlicas para la fijacion de carbono
tienen sus ventajas en diferentes ambientes; es interesante vincular entonces la
distribucion de especies C3 y C4 con condiciones ambientales como temperatura,
humedad, precipitacion y altitud. Por lo general, las especies C3 son frecuentes en
lugares humedos, sombrios y en altas montafias; similares a los habitats en los
gue crece C. subedentata, mientras que las especies C, habitan en ambientes
secos, con gran exposicion solar (lo cual es altamente dafino para Caliphruria) y
en terrenos llanos. De este modo, y teniendo en cuenta las demas caracteristicas
anatomicas analizadas C. subedentata podria pertenecer al grupo de las especies
Cs.

51



5. CONCLUSIONES

El estudio de la organizacion estructural de la lamina foliar de C. subedentata
permitié describir su anatomia, la cual se detalla especificamente en el presente
trabajo. Asi como, la composicion tilacoidal de sus cloroplastos mediante el
estudio de la ultraestructura que mostro cloroplastos granales tanto en el mesdéfilo
como en las células de la corona vascular.

El estudio estructural de la lamina foliar de C subedentata reveld que esta planta
posee mesofilo diferenciado en parénquima lagunar y parénquima en empalizada,
haces vasculares rodeados por vaina mestoma (sin cloroplastos) y vaina
parenquimatica (pobre en organelos), asi como un alto porcentaje de espacios
intercelulares, grandes distancias intervenales y hojas hipostomaticas.

De igual manera, el estudio en las otras especies indicé que Z. mays, como planta
tipica C,4, presenta anatomia Kranz, distancias intervenales cortas y hojas
anfiestomaticas. M. esculenta tiene mesoéfilo diferenciado con parénquima en
empalizada bien desarrollado, coronas vasculares con extensiones y contenido
moderado de cloroplastos, pocos espacios intercelulares y hojas
hipostométicas. Y P. vulgaris posee mesofilo diferenciado, haces vasculares
rodeados por una vaina con pocos cloroplastos, distancias intervenales grandes y
hojas hipostomaticas.

Caliphruria subedentata tiene caracteristicas anatémicas que difieren de la
organizacion de las especies patron, pues no presenta mesofilo con marcada
similitud a plantas como Z. mays, M. esculenta o P. vulgaris. C. subedentata
posee caracteres anatomicos como vaina del haz vascular poco desarrollada y
pobre en organelos, mesdfilo con parénquima en empalizada y parénquima
esponjoso, y ausencia de cloroplastos dimorficos que eliminan la posibilidad de
gue haya asimilacion de CO;, por la via C4 asi mismo, diverge de la via
fotosintética intermedia C3-C4, ya que en este tipo de plantas las células de la
corona vascular contienen un niamero considerable de cloroplastos y las distancias
intervenales son mas cortas que las que presenta C. subedentata

Tanto el estudio estructural del tejido foliar, como el analisis ultraestructural de los
cloroplastos en C. subedentata, soportan fuertemente la hipotesis que esta planta
podria realizar la fijacion de carbono en la fotosintesis por la ruta matabdlica Cs.
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6. RECOMENDACIONES

Debido a que estudios anatomicos del tejido foliar y ultraestructurales de los
cloroplastos, solo permiten hacer una aproximacion a la ruta metabdlica para
fijacion de carbono seguida por C. subedentata, se recomienda hacer un estudio
fisiologico que permita estimar la asimilacion de CO,, el punto de compensacion
de CO,, el punto de compensacion de luz y la fotorrespiracion, asi como también
un estudio bioquimico orientado al analisis de enzimas que participen en la
fotosintesis, a fin de poder establecer con exactitud la ruta metabdlica seguida por
esta planta para la fijacion de carbono en su proceso fotosintético.
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