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PREFACIO

El presente trabajo, iniciado en 1968, fue realizado en
los Laboratorios de la Cdtedra de Bacteriologfa y Protozoo-
logfa de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de Ma-
drid, bajo la direccidn del Catedrdtico Profesor D. DIMAS
FERNANDEZ-GALIANO. | |

A é1 se debe, por sus doctas ensefianzas y su incondicio-
" nal orientacidn, cuanto de bueno pueda ‘contener este traba-
jo. Creo un deber de elemental cortesia expresarle équf mi
qﬁblico agradecimiento.

Palabras también de sincero reconocimiento al Profesor
BUSTINZA quien, desde que iniciara estos estudios, me ofre-
ci6 no sblo su consejo y valiosa cooperacidén sino que permi
tié, en su Departamento de Fisiologia Vegetal, bajo la di-
reccidn del Profesor Agregado D. CARLOS VICENTE CORDOBA y
bra. MANSO, llevar a cabo las experiencias y trabajos de es
ta investigacidn.

El desarrollo de esta Tesis no hubiese sido posible sin
la eficaz orientacidn y apoyo moral del Profesor Agregado
de Histologia y Secretario del Instituto Cajal, Dr. MARIN
GIRON, asf como la eficaz colaboracidén de su equipo de auxi
liares femeninos, en Microscopia Electrénica, y a D. CARLOS
KODRIGUEZ del Departamento Fotogr&fico.

Finalmente, no puedo olvidar a mis compafheros de Labora-
torio, especialmente a los profesores adjuntos Dr. ARROYO,
Dra. FLORES, Dra. MENDOZA, Sra. AGRA y Sr. FRYEIRO. Para to
dos ellos, en el mejor de los recuerdos de las horas de tra

bajo y estudio, sencillamente gracias.,
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I. INTRODUCCION

I.1. FILOGENIA DEL GENERO CHLAMYDOMONAS

Antes de abordar el trabajo de investigacién, trataremos
de enmarcar filogenética y taxonémicamente al género Chla-
midomonas dentro del Phylum Protozoos.

" E1 sistema natural de la clasificacidén de los Protozoos,
lo mismo que cualquier otro grupo de seres, estdfia basado
en las relaciones filogenéticas entre ellos, dévconformidad
con la doctrina de que los organismos actuales han descendi
do de formas ancestrales primitivas a través de una evolu-
 cién orgdnica.

En el caso de los Protozoos, la historia evolutiva se re
siente de escasez de restos fésiles que tanto han contribui
do a resolver los problemas filogenéticos en otros grupos
zoolégicos.

Salvo en los Foraminiferos y Radiolarios, dotados de es-
tructuras esqueléticas de naturaleza inorgdnical que repre-
sentan una pequeﬁa proporcién en el conjunto de 163 Proto-
z00s y que se conservan como fdésiles, los demds no dejan
restos. Sin embargo, 1la Paleonfologia ha proporcionado en
algunos de los grupos que no dejaron huella en los estratos,
una serie de datos que'indirectamente han-contribuido a es-
clarecer la historia evolutiva de ciertos Protozoos pardsi-
tos, cuya filogenia se puede reconstruir gracias al conoci-
miento de los fdsiles de sus hospedadores. Asi DOGIEL en
1947, apoydndose en la especificidad mas o menos estrecha
de los entodiniomorfos de la familia Ophryoscolecidae con
respecto a los rumiantes que los albergan y de los que se



conoce su historia evolutiva, ha podido establecer, que los
ciliados de esta familia aparecieron desde el Eoceno hasta
el Plioceno, correspondiéndose la aparicién de los diversos
géneros, con los distintos pisos intermedios.

Por otra parte, el estudio de las formas vivientes, pro-
porciona datos deé inestimable interés respecto a la morfolo
gia, fisiologfa y desarrollo, para formar conceptos claros
sobre las relaciones filéticas de los distintos grupos de
Protozoos.

La persistencia de ciertas caracteristicas de un grupo
en determinadas fases del ciclo bioldgico de otros grupos,
ha hecho posible la enunciacidén de una serie de hipftesis
sobre el origen filogenético de estos Ultimos.

Posferiormente, el Prof. FERNANDEZ GALIANO (1969), modi-
ficando la sistematizacidén de los fendmenos de convergencia
sefialados por el Prof. DOGIEL (1965), distingue los siguien
tes casos de convergencia:

1°) Convergencia entre Protozoos y células de Metazoos.

2°) Convérgencia entre orgdnulos de Protozoos y formacio

nes en células de Metazoos.

3°) Convergencia entre'orgénulos de Protozoos y estructu

ras de origen pluricelular en Metazoos. -

4°) Convergencia entre Protozoos y Metazoos completos.

"En la evolucién de los Protozoos pueden observarse tres
tendencias cuya relacién serd distinta segin el grupo de
que se trate, a saber: '

1°) Una evolucidn citolégica, tendiendo a una complica-

cién estructural de su dnica célula,
2°) Una polimerizacién, es decir, multiplicacidén en nime
ro y algunos orgdnulos extraordinariamente diferen-
ciados. v

3°) Consecuentemente a la anterior, existe la tendencia
hacia los estadios pluricelulares bien por la polime
rizacidn de las dotaciones genéticas completas de la
célula, o bien de la totalidad de éstas, llegando

con ello a los estadios coloniales, propiamente di-
chos,



La plena solidaridad entre los individuos de una colonia,
constituyendo una auténtica unidad funcional bioldgica, se
alcanza en el orden Volvocidae en el que se pueden seguir
varias 1lineas evolutivas en las que paulatinamente se va
perfilando mayor intimidad entre los miembros de la colonia
y lu especializacidén entre somda y germen.

Al propio tiempo, en muchos de estos flageladus, la culo
nia ostenta un nimero fijo de células que aparecen a partir
de la célula original, mediante una auténtica ontogenia co-
lonial, invariable para cada especie. A

Prdcticamente en todos los flagelados, se aprecia una
tendencia hacia la formacidn de colonias o formas pluricelu
lares, mucho mds clara en volvécidos, en los que la linea
evolutiva es terminal, aunque en otros grupos de flagelados
vegetales, como los Chrisomonadinos, la tendencia hacia las
formas pluricelulares conduce a la aparicidén de distintos
grupos de algas, organismos que no pueden ser considerados
como Protozoos, aunque derivan filogenéticamente de éstos.
Es en este grupo, donde con mayor agudeza se presenta el
problema de la delimitacidén de los Protozoos como tales,
por ser demasiado gradual el trdnsito de flagelados a algas,
para hallar un limite preciso entre ambos grupos.

Para separarlos taxondmicamente, puede seguirse el crite
rio que:los filogenetistas vegetales llaman nematizacidn,
que resulta de la orientacién paralela de los sucesivos pla
nos de divisién en el desarrollo ontogenético de una colo-
nia, dando un filamento., Si los planos no son paralelos, la
colonia resultante serd plana o tridimensional y se podrd
considerar, como el estadio colonial de una especie proto-
zooldgica; si los planos de escisidén son todos paralelos,
el filamento resultante de la escisidn de la célula primera
serd un filamento algal.

Ahora bien, la evolucién hacia las algas se puede reali-
zar sin que tenga lugar la nematizacién, origindndose talos
no filamentosos, en cuyo caso las algas son como estadios
palmeloides estabilizados.



Particularizando en la filogenia de los Protozoos, se
nos presentan'varias‘interrogantes. La priméra es conside-
rar si los Protozoos constituyen un verdadero Phylum; la se
gunda, ver de donde derivan filogenéticémente; la tercera,
sus relaciones filogenéticas mutuas y la cuarta, su rela-
cién con Metazoos y plantas.

Las respuestas a estos interrogantes no son absolutamen-
te contundentes y los autores manifiestan muchas opiniones

" que no es lugar éste de discutir.

Desde CHATTON y LWOFF. (1936), los organismos se dividen
en protocariontes y eucariontes, segiin la ausencia o presen
cia del niicleo tipico, con membrana nuclear y cromosomas
claramente distintos,

Por otra parte, desde el punto de vista fisiolégico, pri
mero existirian los organismos holoffticos que vivirfan de
materia inorgdnica, les seguirfian los holozoicos que viven
del substrato orgdnico. Por tanto, el grupo de los Mastigéfo
ros, que incluye un gran nimero de formas con clorofila, se
debe considerar como mds primitivo que los sarcodinos ho-
lozoicos.

De los mastigéforos, los fitomastigéforos deben ser con-
siderados por lo mismo mds primitivos que los zoomastigéfo-
ros. ‘

Segldn PASCHER, SCHERFFEL y otros, los crisomonadinos pa-
recen ser los mds cercanos a los ancestrales,de los cuales
- se originaron otros grupos de fitomastigios.

' Entre los zoomastiginos, los rizomastiginos dieron ori-
gen posiblemente a los protomonddidos de los que se origina
ron posteriormente los polimastiginos e hipermastiginos,
que son los mds avanzados de los mastigbforos, siendo su ca
rldcter mids importante, el gran nimero de flagelos.

Los zoomastigios originarian a los Sarcodinos.

Es bastante claro que los flagelados han dado origen u



los diferentes troncos de algas,

I.2, POSICION TAXONOMICA

Pasaremos primeramente revista a la posicién taxondmica,
precisamente por los problemas planteados en la filogenia
de los Protozoos, del género Chlamydomonas en los diversos

autores, tanto botdnicos como zodlogos.
En la Botdnica Sistemdtica de WETTSTEIN aparece de la si

guiente manera:

Phylum ...... Eutalophyta

Clase +...... Chlorophyceae "algas verdes"
Orden ,...... Volvocales

Familia ..... Chlamydomonadaceae

En la sistemdtica propuesta por PIERRE GRASSE para los
Protozoos en su "Traité de Zoologie" ,Tome I, 18r fasciculo,
altamente revolucionaria (1954):

Phylum .....,. Protozoa (GOLDFUSS, 1817; SIEBOLD, 18u8)

Superclase .. TFlagellata ‘

Clase ceseves Phytomonadinés o Volvocales (FRANCE, 1894;
BLOCHMANN, 1895) .

Familia ..... Chlamydomonadidae (COLLINS, 1907)

Género ...... Chlamydomonas (EHRENBERG, 1838)

En el tratado de Zoologia de R.R. KUDO, 1954:

Phylum ...,.. Protozoa (GOLDFUSS)
- Subphylum ... Plasmodroma (DOFLEIN)

Clase ....... Mastigéfora (DIESIG)
Subclase .... Phytomastigia (DOFLEIN)
Orden ...,... Phytomonadida (BLOCHMANN)
Familia ..... Chlamydomonadidae (BUTSCHLI)

Finalmente, en la clasificacién de los Protozoos por el
Comité de Taxonomia y problemas taxondmicos de la "Society
‘of Protozoologists", publicada en el "Journal of Protozoo-
logy, 11, 1964" nos da para el Género que nos ocupa la si-

guiente posicién sistemitica:



Subtronco v+ Sarcomastigdfora
Subclase .... Mastigbfora

Clase «.venvs Phytbmastigoforea
Orden ....... Volvécida

Familia ..... Chlamydomonadidae
Género ...... Chlamydomonas

.I.3. DESCRIPCION DEL GENERO CHLAMYDOMONAS

Protista eucarionte, clasificado entre las algas como
cloroficea y como flagelado entre los Protozoos primitivos.
Su dual clasificacién se debe a que tiene un orgdnulo celu-
lar tipico de las plantas el cloroplasto", embebido en una
organizacidén similar al citoplasma animal, como se coelige
de la monografia realizada por GERLOFF (1940).,

Al microscopio Optico presenta forma ovoide cuyo didme-
tro en la fase logaritmica de crecimiento es de 6x8 y y ca-
da célula estd envuelta por una membrana plasmdtica, rodea
da por una pared celuldsica y exteriormente a ella una cdp-
sula conteniendo polisac&ridos, que difunde al medio en las
formas mbviles, mientras que en las no mdviles se acumula a
su alrededor en considerable espesor.

Las dos terceras partes del citoplasma posterior contie-
nen un orgdnulo verde en forma de copa que es el cloroplas-
to; en cuyo interior hay un pirenoide de 2 y aproximadamen-
te, esférico y rodeado por un ndmero de ldminas conteniendo
almidén. El1 pirenoide propiamente,tiene una estructura al
microscopio electrdnico que se discutird mds adelante; con-
tenga o no clorofila,es observable, ya que estd rodeado por
‘el material verde del cloroplasto. |

El almiddn estd localizado en dos regiones. Una primera,
en las placas que rodean al pirenoide, en forma de gruesos
grdnulos esparcidos a través del cloroplasto. En ciertas
condiciones estos granulos pueden llegar a ser tan grandes
que distiendan al plasto e incluso a la célula completa. El
estigma permanece dentro del cloroplasto,en su &ngulo ante-

rior contra la pared celular,a la cual evagina como una



gruesa prominencila,

En el tercio anterior estd al nflcleo, dos vacuelas con-

trdctiles y dos flagelos de 10 u de longithd aproximadamen-

te"

CIh,

RESUMEN HISTORICO DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE EL
GENERO CHLAMYDOMONAS ' ‘

Tras la descripcién de numerosas especies por autores di

versos a lo largo del siglo XIX, resefiaremos algunas de

las investigaciones llevadas a cabo durante el siglo XX.

1903

1916

HOLMES en el Género Volvox y MAST en el Género Chla-
mydomonas,Euglena y Volvox, estudia los cambios de ve

locidad en el crecimiento debidos a cambios en la in-
tensidad luminosa, con que han sido cultivados.

PASCHER: cruzd diferentes especies de Chlamydomonas,

mostrando caracteres parenterales por segregacidn men-

- deliana en la descendencia, apareciendo en la P1 en la

1929

©1932

1933

1935

proporcién de 2:2, todos ellos haploides.

KARTER: estudia la morfologia y divisién en Chlamydo-
monas, haciendo referencia a la filogenia de los flage

- lados y su sistema neuromotor.

LUCKSCH: describe siete especies de Chlamydomonas,de

las cuales cinco crecieron en la obscuridad en medio,
conteniendo peptona o acetato,y dos no. Del mismo modo
observd en Chlamydomonas agloeformis,que era incapaz

de usar nitratos como fuente de nitrdégeno en la obscu-
ridad.

MOEWUS y colaboradores: publican 25 articulos sobre fe
némenos de sexualidad en distintos grupos de Chlamydo-

monas.

GERLOFF: describe una nueva especie de Chlamydomonas

aislada por Czurda,"Chlamydomonas moewusii", diferente

de la Chlamydomonas spagpophyia por tener una membrang

papilosa que no existia en las otras.



1937

1940

1948

1949

1951

1953

En el mismo afio, FRITSCH estudia la estructura y. repro-
duecién en Chlamydomonas.,

BRECHOT: alude a un mutante incoloro de Chlamydomonas
afirmando que el almidén libera glucosa caracterizada

por la fenilosazona.

MOEWUS: hace estudios comparativos en los ciclos repro
ductores de las especies moewusii y eugametos.

SMITH: estudia el crecimiento de Chlamydomonas reinhanr-

di en la obscuridad en medios conteniendo acetatos. Al
someterlas a luz blanca y después retirarlas a la obs-
curidad durante una semana, los cultivos producian cé-
lulas funcionalmente sexuales y mdviles, mientras que
sin haber sido tratados previamente con iluminacidn,
producfan células méviles pero no funcionales sexual-
mente. Si crecfan en luz azul o roja, recuperaban su
funcidn sexual y su motilidad.

LEWIN: obtiene individuos sexualmente activos de Chla-

mydomonas moewusii previamente cultivados en agar de
2 a 5 dias, sefialando la necesidad del control de la
luz para el desarrollo del zigoto.

BOLD: sefiala el requerimiento en el medio, de estracto
del suelo, vitamina B-12, histidina y dcido aspdrtico
para un mejor metabolismo de Chlamydomonas. «
FRANK: detecta la acumulacién de productos 4cidos en
la Pespibacién de Chlamydomonas moewusii y PRANKEL,
marca la reduccidn del CO, por el H, en la misma espe-

cie,

HUTNER y PROVASOLI: comprobaron que Chilomonas, Polyto-

mella y Chlamydomonas agloeformis, eran resistentes or
dinariamente a altas concentraciones de 4dcidos grasos

y alcoholes (butanol, exanol).

LEWIN: estudia la herencia en Chlamydomonas moewusii, vy
en 1954 en colaboracidn con BROKAW, describen un mutan

te de Chlamydomonas moewusii con paralizacién flagelar




- 1954

19556

1956

1957

1958

~1959

1960

-y -

conteniendo ATP-asa activa en 1la pa%;e mis baja del
flagelo, ,

SAGER y GRANICK: estudian el apareamiento en el Gé&nero
Chlamydomonas,afirmando que se produce entre células

distintas (+ y é),previamente diferenciadas en gametos

al menos fisioldgicamente.

SAGER: obtiene un mutante resistente a la estreptomici
na.

FORSTER y WIESSE aislaron gamonas en Chlamydomonas eu-
gametos de elevado peipxmolecular, cuya composicién po

dria ser "sulfato-glucoprotefna".

HARTMANN: lanza la hipdtesis de que estas gamonas son

gluco proteinas.

FORSTER y colaboradores: informan sobre la-formacién
de glucoproteinas de alto peso molecular, por gametos

de distintas especies de Chlamydomonas, de lo que coe-

lige su cardcter sexual.

SAGER y PALADE: estudian la estructura y desarrollo
del Cloroplasto en Chlamydomonas reinhardi. Sugieren
que la unidad estructural bdsica de los cloroplastos

son los discos,

GIBBS, LEWIN y PHILPOTT: estudian la ultraestructura
del aparato flagelar en Chlamydomonas moewusii.

BUFFALOE, SAGER, LEWIN y FOLSON: por medio del micros-

copio Optico y con preparaciones de Chlamydomonas

aplastadas y tefiidas por el reactivo de FEULGEN, mues-
tran los cromosomas de distintas especies de Chlamydo-
monas,llegando a la conclusién que su nimero haploide
es ocho.

HAGEN, SYFFERTH: estudian la quimiotaxis en Chlamydo-

monas eugametos,marcando sus diferencias con respecto

a la especie moewusii.

JONES, TIBBS y LEWIN: prueban que los componentes ci- -
liares del Género Tetrahymena son similares a los fla-




1961

1962

- 10 -

gelos de Chlamydomonas,
PROVASOLI: hace destacar que entre los flagelados que

no requieren tiamina aparentemente, estd&n Chlamydomonas

moewusii y Cryptomonas ovata "fotosintéticas", mien-

tras que otros mutantes de Chlamydomonas precisan nico

tinamida,

- .
RONKIN y BURETZ: siguen el movimiento del Na " y k'
en Chlamydomonas moewusii. Del sodio intracelular to-

tal, s6lo el 1,3% aparecia marcado. Mientras que del K
intracelular habfa una pene‘pacién del 28%,

BROKAW: estudia la activacién del flagelo paralizado
de un mutante de Chlamydomonas moewusii,mediante adeno

sintrifosfato.Examinando la naturaleza quimica de los

flagelos de Chlamydomonas moewusii vieron que era:

60-65% proteina.
6-8% carbohidrat..
27-34% 1fpidos.

KERR: prueba la inhibicién de la formacién de los fla-
gelos por la accidn de la estreptomicina.

TSUBO: detecta la presencia de productos volatiles en-
tre ellos co, coz, poco efectivos, y etano y etanol mu
cho mids efectivos, producidos por los gametos de tal
modo, que los de signo positivo son atrafdos por los de
signo negativo y siempre en esa direccibén, de lo que
se deduce la estrecha relacidén entre la quimiotaxis y
la sexualidad.

LEVINE y EBERSOLD: estudian el control de la herencia
celular en Chlamydomonas.
CRISTOFALO: sefiala que la liberacidn de las células hi

jas por la célula madre, se retrasa hasta dos horas en
la transicidén luz-obscuridad,

RIS y PLAUT: publican un trabajo sobre la ultraestruc-
tura del ADN contenido en 4reas del Cloroplasto de

Chlamydomonas.

HACK y colaboradores: encuentran entre los lipidos de



1963

-11 -

Chlamydomonas spagnophila los tipes siguientes: neu-

tros, glucolipidos, fosfatidiletanolamina fosfatidil

glicerol y fosfatidilcolina, pero no plasmaldgenos.

ERWIN y BLOCH: vieron que el &cido a-linolénico es el
de mayor tanto por ciento en muchos microorganismos

incluida Chlamydomonas reinhardi, tras estudiar en

1962 el efecto de la luz en la composicidn de los 4dci-
dos grasos de la cepa silvestre de esta especie y un
mutante que producia poca clorofila en la obscuridad.
Dicho tanto por ciento decrece pronunciadamente en cé-
lulas verdes sometidas a la obscuridad. Mientras que
en la forma silvestre se mantiene la pigmentacidn ver-
de en la obscuridad, lo que prueba la existencia de al
glin 4cido graso tanto en las formas iluminadas como en
las no iluminadas.

SAGER e ISHIDA: afirman que el proceso de diferencia-

" cidn de los gametos en Chlamydomonas reinhardi es mole

1964

-1965

cular, no morfogenético, requiriendo un régimen de es-

casez en N para provocar un bloqueo en la duplicacidn
del ADN.

EBERSOLD y GILLHAM: estudian la accidén de una diges-
tién enzimdtica de las membranas celulares para la fu-
sién de los gametos, dando zigotos en los que se blo-
quea la mitosis, originando formas persistentes diploi
des.

HAIGH y BEEVERS: demuestran la presencia de isocitrato-
-liasa en Chlamydomonas dysosmos.

RANDALL, WARR, HOPKINS y MC. VITTIE: detectan un gen

mutante de Chlamydomonas reinhardi,que afecta a su mo-

tilidad mediante determinaciones genéticas ultraestruc
turales.
JINKS: estudia la herencia extracromosdémica en Chlamy-

domonas.

PIMENOVA y KONDRATEVA: precisan que el acetato es el

mejor hidrato de carbono para el crecimiento de Chlamy-
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domonas globosa, tanto a la luz como a la obscuridad.

1969 IWAMURA y KIWASHIMA: comprueban la presencia de DNA ern
. regiones del cloroplasto usando CsCl, encontrando una
proporcidén de 33 a 36% de Guanina-citosina.,
ibODENOUGH, ARMSTRONG y LEVINE: describen en el mutau;

te (ac-31) de Chlamydomonas reinhardi 1la presencia de

membranas thylakoidales con su correspondiente activi-

dad fotosintética.

1970 SCHOR, SIEKEVITZ y PALADE: describen estas mismas mem-

branas en la forma silvestre de Chlamydomonas reinhar-

di.
FLETCHER, KIRKWOOD y SMITH: investigan los efectos de

clertos herbicidas sobre el crecimiento de Chlamydomo-

nas globosa.

CALAVIER y SMITH: evidencian por microscopfa electrdni
ca la fusidén de cloroplastos en el zigoto de Chlamydo-

monas reinhardii.

1971 RODRIGUEZ LOPEZ: estudia los efectos de la actidiona
sobre Chlamydomonas reinhardii, sefialando, entre otras

cosas, la formacidén de fosfatasas dcidas a nivel de
las vacuolas y membranas de cloroplasto,asi como la va

cuolizacién de organelas celulares.

t.5. ELECCION Y OBJETO DEL TEMA

El Género Chlamydomonas, del que se han descrito mds de

61 especies (segin figura en el Catdlogo de Cultivos de 1la
Escuela Botdnica de Cambridge), ha sido estudiado por 1los
diversos autores bajo distintos puntos de vista, principal
mente, en el aspecto morfoldgico, metabdlico y sexual.

En principio, traté de encontrar las condiciones mids fa-
vorables para el desarrollo del ciclo bioldgico de la espe-
cie elegida '"Chlamydomonas oblonga",

Basdndome en los conocimientos aportados por SAGER y PA-
LADE, sobre la ultraestructura de Chlamydomonas reinhardii

y tomdandolos como punto de partida, he estudiado la accidn
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de sustancias diversas a diferentes concentraciones sobre
su cloroplasto, para poder sefialar los efectos que sobre su
éstrpcfura producen, De todos los productos ehsayados, he
elegido la accién de los herbicidas y detergentes sobre es-
te género, por ser menos conocida su accibny por pertene-
cer al Deparfamentd de Microbiologia, en cuya Seccidn de Mi
crobiologia del Suelo se estudian los problemas de interac-
cidn entre estas sustancias y los microorganismos en todas

sus facetas.






I1. MATERIAL

IT.1. ESTIRPE ELEGIDA

Chlamydomonas oblonga, PRINGSHEIM (1930, Chécoslovaquia)
facilitada por el Departamento de "Culture Collection of Al

gae and Protozoa" de "The Botany School", Cambridge.

II.2. MEDIOS DE CULTIVO

1°) Medio Knop

Fosfato bipotdsico sieevesses 0,25 g
Nitrato CE1CicCo seseseseeees. 1,00 g
Sulfato magnésico ...eecevee. 0,50 g
Sulfato fé€rriCo «sisseseeee.. trazas
Agua destilada +s.eeeeeecacass 1,001

29) Medio de Von der Crone

Nitrato potdsico ........;... 1,00 g
Sulfato cdlcico s.evevvvennese 0,50 g
Fosfato CA1CiCO vivvvvenenens 0,25 g
Sulfato magnésico ......v00.. 0,50 g
Fosfato férrico ....vsveeeiss 0,25 g
Agua destilada seevseesensees 1,001

3°) Medio de Knop enriquecido

Sulfato aménico .seeeesvesvess 0,05
Sulfato magnésico ......e00e. 0,02

Cloruro cdlcicO .siveesssesss 0,01

e 00 0a 09

Fosfato monopotdsico ........ 1,40
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Fosfato bipotdsico ...veseeees 0,70 g
Solucién de oligoelementos ... 1,00 ml
Agua destilada :eeeevnverevess 1,001

4°) Medio de Proteosa-Peptona

Bacto-peptona s.eeeesevvesssse 1,00 g
Nitrato potdsicCo ..veeeesteess 0,12 g
Fosfato monopotdsico ..iiv.... 0,04 g
Sulfato magnésicCo .vseesseeaes 0,04 g

Extracto de tierra .vseeceeees 4,00 ml

Agua desionizada +.eie0eseeqees 1,001

NQIA.— El extracto puede sustituirse por K cc de oli
goelementos o por la misma cantidad de extrac
to de suelo (2 de oligoelementos: 1 de Wino-
gradsky). o

-59) Medio sblido de Proteosa-Peptona

Igual al anterior afnadiendo 15 g de Bacto-Agar
(Difco) por litro.

' §°) Extracto de tierra

Tierra de jardin de pH neutro. 1,00 kg
Agua del grifo ...cipeencenses 1,001

Se mantiene la mezcla durante 1 hora en autoclave a
130°C, se deja escapar el vapor. Se filtra y tras repartir
en tubos se esteriliza nuevamente. '

") Solucién de oligoelementos

Molibdato potdsico .....es0s4s 0,05 g
Borato de sodio .....cvc00000. 0,05 g

Nitrato de cobalto .....ev.0s.0 0,05 g
Sulfato de cadmio ...ieeeuveee 0,05 g
Sulfato de cobre ,....ve0eeeee 0,05 g
Sulfato de zinc .....co0eevvees 0,05 g
Sulfato de manganeso ....s.... 0,05 g
Percloruro de hierro ......... 1 gota

Agua destilada ® 6 % 0 6 9 6 % & 0 0 2 s 0 1’00 ]
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8°) Solucién salina de Winogradsky

Fosfato bipotésico'...L....;.. 5,00 g
Sulfato magnésico ...eseeveees 2,50 g
Cloruro S8dicCo ...eveiveeennes 2,50 g
SULTAto FELPICO +vvvrunernenns 0,05 g
Agua destilada .....e0000000.. 1,00 1

IT.3. APARATOS

- Los cultivos se incubaron en uh equipo Psycotherm, con
planta agitadora e iluminacién de la casa New Brunswick

Scientific.

- Determinaciones espectrofotométricas con Spectronic 20,

de Bausch and Lomb, con cubetas de 1 cm de paso de luz.
- pHmetro Beckman, Expandomatic, para medidas de pH.
- Agitador de tubos Whirlimixer, HUCOA-ERLUSS.

- Centrifuga Wifug modelo X-1 y centrifuga Sorvall, modelo
RC-2B, para centrifugaciones de baja y alta velocidad.

- Las pesadas de precisidén se llevaron a cabo en una balan-
za monoplato Monopan de Sauter y en balanza monoplato Sar
torius, modelo 2442.

- Para las técnicas cromatogrdficas en capa fina,se usa el
extendedor de placas Shandon R Unoplan y placas de vidrio
de 20 x 20 cm; pipetas capilares y cubetas recubiertas in
teriormente por papel de filtro empapado en el disolvente

utilizado.
- Ultramicrétomo Reichert,OM y LKB para cortes ultrafinos.

- Microscopio electrénico Zeiss, EM, 9a Philips y pelicula
plana Gevaert para observacjén de ultraestructuras.

" II.4. PRODUCTOS

- Compuestos orgdnicos de la casa Merck.

Disolventes organicos de Merck y Fluka.
Compuestos inorgdnicos de Merck.

Herbicidas:
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1) Diquat.- Sal cuaternaria de bipiridilo. 1,1-etileno-
—2,2—dibromidodipiridilium. Soluble en agua. Punto de fu-
sién entre 335-340°, Cristales amarillos. Utilizado como
producto comercial conteniendo el 20% del producto activo,
'bajo el nombre de Reglone. Facilitado por Zeltia.

2) Paraquat,.- Sal cuaternaria de dipiridilo. 1;1'-dime-
til-4,4'-catidén dipiridilo. Cristales amarillos, soluble en
agua. Utilizado como producto comercial, conteniendo el 20%.

del producto activo, bajo el nombre de Gramoxone. Zeltia.

3) Acddo 2,4,5-Triclonro-fenoxiacético.- Compuesto orgdni
co no nitrogenado derivado clorado, con el nombre comercial
‘de Trioxone, que contiene el 50% del compuesto activo. Zel-
tia.
4) Linunbn,- Derivado sintético de la urea. 3-(3,4-diclo
Pofenil)-1—metoxi-1-métilurea. Conteniendo el 50% del pro-

ducto activo, béjo el nombre comercial de Lorox. Zeltia.

‘5) Diunbn.- Derivado sintético de la urea. 3-(3,4-diclo-
rofenil)-1,1-dimetilurea. S8lido cristalino. Punto de fusién
.158—15900.»Utiiizado como producto comercial conteniendo el
- 80% del ‘producto activo, bajo el nombre de Karmex. Zeltia.

6) Isocil.- Derivado bromado. S5-bromo-3-sec-butil-6-metil
uracil. Sélido cristalino. Punto de fusidén 158-159°C, Utili
zado como producto comercial conteniendo el 80% del produc-

to activo, bajo el nombre de Hyvarx. Zeltia.

7) Atnazina,.- Derivado de las triazinas. 2-cloro-H-etila
‘mino-6-isopropilamina-s-triazina. S8lido. Prdcticamente in-
soluble en agua. Soluble en alcohol. Utilizado como produc-
'~ to activo. Facilitado por Industrias Quimicas de Navarra.

8) Simazina.- También derivada de la triazina. 2-cloro-
-4,6-bis(etilamina)-s-triazina. S6lido. Insoluble en agua,
soluble en etanol, éter y cloroformo, Utilizado como produc
to activo. Facilitado por Industrias Quimicas de Navarra.
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- Detergentes:

1) Fenopon T 77.- Tensioactivo aniénico. N-metil-oleil-

-taurida,de férmula:

R-CO-—I;I-CHz-CH2

CH.
3

-SO3H

en la que R es un radical en el que predomina el grupo oleil.R,B.

2) DS. 4429,- Es un condensado de dodecil alcohol con,

" aproximadamente, 9,5 moles de 6xido de etileno. ICI.

CH3-(CH2)10—CH20H + HQQ:;QHQ
0

Hidrdéfobo Hidréfilo

de férmula genéral:

CH3-(CH2)10—CH2-O—[CH2—0H2-O]H-CH2—CH20H

3) S D S.- Sodio-dodecil-sulfato (Lauril-sulfato de so-

dio), de fdérmula:

I o
CypHyg-0-8-0-0"Na
0

con unidén probable de la cadena carbonada a un anillo bencé

0
Il
0

Sustancia orgdnica y cadena ramificada empleada en la fa

nico ‘de férmula:

bricacidén de detergentes comerciales. Es uno de los tensio-
activos mids extendidos. Koch Light.
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4) Dobane,- Sodium sulfonato, de férmula general:

H

R;-C-R,

SO,Na

en la que R1 y R2 son cadenas alquflicas, variando entre
Cy9 yfcié.'La sustitucién por ndcleos bencénicos ocupa, apro
ximadamente, la posicién. 1-fenil. Shell.

5) Lissapol SNXP.- No idnico. Es un condensado de nonil-
fenol, de-cadena esencialmente lineal, con, aproximadamente,
9,5 moles de 6xido de etileno. ICI.

HOCH,,~CH, - [O—CH2—0H2] -0 -®_ CH,-(CH,)  ~CH,



I11, METODOS

ITI.1. CULTIVOS

Chlamydomonas oblonga (PRINGSHEIM), se mantuvieron en los
medios de cultivo 1,2,3,4 y 5 a pH 6,5, en estufa Phsyco-

therm a 28°C e iluminacidn constante, o bien a temperatura
ambiente e iluminados por bujias de 100 vatios.

III.2. RECTA PATRON

Se construyd una recta de absorcién frente a peso seco.
Para ello se hicieron diluciones en potencia de dos, en los
tubos de turbilimetria,Amidiendo a 900 muy. Se centrifugaron
. las células a 6500 r.p.m. Decantado el medio, se lavaron 3
" veces con cantidad suficiente de agua destilada y estéril y
se secaron a 80°C.

Los pesos por ml de cultivo se enfrentaron a las absorban

cias,

III.3. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

- Las células se cultivaron en cubetas especiales para Spec

tronic 20, clasificadas por parejas segiin el método del C1,Co

~ (Tesis Doctoral del Dr. Vicente Cérdoba, 1969).

N La turbidez de los cultivos se media en este aparato a

‘una longitud de onda seleccionada para eliminar el pigmento

de 900 mu, equipando el fotocolorimetro con un filtro rojo.
Las curvas de crecimiento se representan en diagramas ab

> r'd
sorcidn-dias.
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i

I1T.4. ESTUDIO DE LOS PIGMENTOS CONTENIDOS EN CHL. OBLONGA

Se realizaron por cromatografia en capa fina y espéctro-
fotometria, ' ‘

- Crohatografia en capa fina,- Se utiliza como fase fija KIE
SELGEL Guach Stahl en agua destilada (10 g en 20 ml), Se
extiende en capas de vidrio de 20 x 20 dando un espesor
de 50 u. '

Como solventes se utilizan: ISOpfopanol mas éter-petré
leo (100-140°) y agua destilada en la proporcién de 10 cc
mids 100 cc mds 0,25 cc, respectivamente.

El dfa anterior se centrifugan los cultivos a 6500 r.p.
m. durante 20 minutos. Se decanta y lava con tampén fosfa
tos de pH 6,9, centrifugando a 6500 r.p.m. durante 20 mi-
nutos y repitiendo la operacidn 2 veces més. |

Tras decantar se afiaden 4 ml de acetona Merck al 85%,
manteniéndolos toda la noche en nevera. '

Preparadas las placas de cromatografia, una vez marca-
dos los frentes inicial y final, se colocan dos pipetas

_capilares de los pigmentos eluidos en acetona formando
varias manchas en el frente inicial., Se introducen las
placas en cubetas conteniendo el solvente tapadas y en la

~ oscuridad durante 40 a 60 minutos en los que se alcanzard
el frente de 15 a 16 cm finalg

Finalmente, se retiran las placas y tras secarlas se
separan raspando los distintos pigmentos que alcanzaréan

- .niveles diferentes, echindolos por separado en tubos de

| _espectro conteniendo tampén fosfétos para medir la dehsi—

daqd Sptica recorriendo la escala entre 375 y 900 mp. Téc-
‘nica de MARGARET HOLDEN (1962).

Siguiendo a EGON STAHL (1967), la cromatografia en ca-
pa fina la hemos utilizado para calcular los Rf de los
distintos pigmentos, usando como fase fija, silicagel Guach
'Stahl de Merck y como solventes éter-petréleo y propanol

" en la proporcidn de 99:1. El frente final se marca a 16
cm. En este caso, se miden las longitudes alcanzadas por
las distintas manchas y se calcula el Rf dividiendo estas



‘distancias por el frente final y multiplicando pép’100. Es
- tos resultados se confrontan con las tablas en las que se’

sefiala el pigmento a que corresponden.

- Espectrofotometria.— Lo mismo que en el caso anterior, se
éluyenAlos pigmentos en acetona al 85% y se mantiénen en
nevera toda la noche. '

Al dia siguiente se mide el espectro recorriendo la es
cala en las longitudes de onda comprendidas entre 375 mp
y 700 mu.

Los resultados se expresan en grdficas longitud de on-
da-DO0.

IIT.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Teniendo en cuenta que las investigaciones sobre estruc-
turas vivas realizadas con el microscopio electrdnico, tienen
unos especiales y complejos requerimientos en cuanto a las
" técnicas preparatorias, para después sacar partido del poder
pesolutivo y aumentos con dicho microscopio electrénico y
conseguir los finos detalles morfoldgicos deseados, evitan-
do las alteraciones por la accidn de fijadores o fendmenos
‘autoliticos postmorten, se someten las células directamente
desde los cultivos al tratamiento de fijadores que no modi-
fiquen prdcticamente su estructura.

La técnica seguida por nosotros fue:
1} Fijacidn.

- Se centrifuga el medio conteniendo a las Chlamydomonas du-

rante 10 minutos a 1500 r,p.m,

- Si de la primera centrifugacién quedan bastantes células
resuspendidas, se vuelven a centrifugar a 2500 r.p.m. du-

rante 5 minutos.

- Se lavan en tampén Millonig y se tienen en é1 durante 30
minutos, |

- "Se centbifuga de nuevo en Sorvall y se le anaden 5 ml de
tampén y 1 de glutaraldehido, que se preparan de la si-

guiente manera:
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- Reactivos:

Glutaraldehfdo comercial del 50%. Se toman 1 cc + 16,6
cc de agua destilada. ,

Solucién A: Fosfato monosddico al 2,26%.>

Solucidn B: Hidréxido de sodio al 2,52%.

Solucidén C: Glucosa al 2,7%.

NOTA.- Las soluciones A y B se pueden guardar hasta 6 me-
ses en nevera. La solucidn C es mejor prepararla
en el momento para que no tenga gérmenes.

-~ Solucién Millonig (tampdn):

Solucidn A: v.vveveeenaas 41,5 cc

Solucidn B: (iviveevseas. 8,5 cc

NOTA.- Esta solucidn debe dar un pH 7,3. De esta solucidn
preparada se quitan 5 cc y se reemplazan por 5 cc
de solucidén C. A todo esto se afiaden 0,5 cc de ClZCa

al 1%, para preservar mejor las membranas.

- Se tienen en glutaraldehido a 0°C durante 2 horas.

2) Lavado

- Se centrifuga y pone en tampén Millonig durante 20 minu-
.tos. Se repite la operacidén tres veces con intervalo de
15 minutos. Se tiene en tampdn toda la noche a 4°C.

Postfijacidn en osmio. Se centrifugan en Sorvall, afiadien
do 1 cc de osmio al 2%. Se mantiene una hora en nevera y
otra mids a temperatura ambiente. Esta es la fijacidn que
complementda de modo imprescindible al endurecimiento y pre
fijacidén que realiza el glutaraldehido.

NOTA.- El osmio se prepara con dos cdpsulas de osmio de
1/2 g en un frasco con 50 cc de Millonig, mantenién
dolo 48 horas en nevera. '

-~ Inclusidn en agar. Se centrifuga en Sorvall 10 minutos a
10.000 r.p.m, Se lava con tampdn, se centrifuga y saca con

pipeta el agua sobrante, tras colocar las Chlamydomonas en




‘vidrio de reloj y(siguiendo a HALER) para que no se difun-

‘dan las Chlamydomonas, se incluyen en agar comin al 2%,

fundido previamente al bafio Maria, afiadiéndolo sobre el

| vidrio de reloj y mezcldndolo bien con las Chlamydomonas.

" Una vez frio se cortan en pequefios trozos eligiendo los

que contengan mayor nimero de Chlamydomonas. Una vez fija

dos se deshidratan en acetonas por los siguientes pasos:

3) Deshidnatacibn

- Se lava en
- Acetona al
- Acetona al
- Acetona al

- Acetona al

agua destilada.

30% ¢iiiienrereeess 15 min
50% +cieivesieiennses 30 min
70% veeeoenscsrsess 30 min
70% con contraste . 36 horas

NOTA.- El contraste se prepara con acetato de uranilo del
2% y en Acetona del 70%.

'~ Acetona al
- Acetona al
- Acetona al

- Acetona al

NOTA.- Las

4) Inclusibn

90% % 6 0 0 ¢ 0 0800 s 0 30 min
100% ® 0 8 8 0 s PSP 20 e 30 min

100% + SOuCu hasta,
saturacién. 30 min

100% + SO, Cu hasta
saturacién. 30 min

cdpsulas hay que ponerlas en estufa a 37°C.

en Aratdita o Durapbén

- Oxido de propileno ...............;,.;....‘ 1h
- Oxido de propileho A | h
- Oxido de propileno + Araldita I (3:1) .... 2 h
- Oxido de propileno + Araldita I (2:2) .... 2 h

- Oxido de propileno + Araldita I (1:3) ... 12 h o 24 h

-Aralditalasooc ...C.l...vi.ll.l‘Oﬂ...Q.. 2homés

- Araldita I .eeeeecnistearcccsssssssnsseeses Toda la noche o
‘ (3 dias o mis)

‘Apaldita IIaSOOC AR AR NN RS 1h

‘Araldita IIaSOOC 0 0 0800 0090000008 Qs 30 min
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5) Endurecimiento.de La inclusibn

—»Las'cépsulas de gelatina se pondran a secar en estufa a
37°C durante 2 dfas y 1 hora antes de su empleo se pondridn
en estufa a 60°C.

- Las muestras retiradas del Gltimo paso se colocan en las
cdpsulas de gelatina secas, que se llenardn con la mezcla
de Araldita II (tomdndolo del recipiente en que se ha pre
parado) y después de cerrar las cipsulas, secas, se dejan
en estufa a 50°-80°C durante 48 horas como mfnimo, para
su endurecimiento.

Los bloques que asi se obtienen son de color amarillo
oro, con una dureza idéntica a la del metacrilato.

Precauciones en el empleo del Durapén

1°) Debe evitarse respirar los vapores.

2°) Su contacto con la piel puede producir irritaciones

alérgicas.

3°) En caso de salpicaduras debe lavarse inmediatamente
la parte afectada con &cido bdérico al 3%.

Araldita I
Componente Color distintivo Producto Proporcidn
B Azul Endurecedor 10,00 ml
"D Verde "Plastificante 0,15 ml
A/M Rojo Resina epoxi 10,00 ml

Araldita II

Componente Color distintivo Producto Proporcidn
B ‘ Azul Endurecedor 10,00 ml
c Amarillo Acelerador 0,40 ml
D Verde A Plastificante 0,15 ml
"A/M Rojo Resina epoxi 10,00 ml

NOTA.~ Se recomienda preparar las mezclas I y II al menos
20 § 30 minutos antes de su empleo, y agitar fuerte-
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mente el matraz cada vez que se incorpora unwcompo~
»nente. Con objeto de obtener una homogeneldad adecua
da, es preciso que durante este tiempo se conserven
las mezclas en estufa a 50°. Sin embargo, la mezcla
II no se puede pfeparar‘coh mis anticipacién porque
podria polimerizarée.

El material de vidrio debe -ser sumergido en aceto
na benzol o alcohol etilico absoluto y luego lavado.
Se emplea absolutamente seco.

6) Secediones

Los bloques de tejido incluidos en Araldita se cortan en
‘ultramicrétomo Reichert, montdndolos en rejillas de cobre
que tenian sobre ellas dispuestas finas membranas de Form-

var, para mantener los cortes.

7) Contnastado -

Los cortes se tratan con solucidén de acetato de plomo,
siguiendo la técnica Reynold, para contrastar las estructu-
ras. _

Para evitar que penetre polvo en las manipulaciones, se
mantienen los cortes en placas Petri tapadas.

§) Obéeauacioneé

Los cortes se han observado y fotografiado con un microg'
copio Zeiss E.M. 9, con iluminacidn automitica. Para las fo
tografias se empled pelicula plana Gevaert.

TII.6. METODO PARA DETECTAR EL EFECTO DE HERBICIDAS Y DETER
GENTES SOBRE LA FASE LUMINICA DE LA FOTOSINTESIS, SO
BRE CHLAMYDOMONAS OBLONGA

- Se centrifuga el medid con Chlamydomonas, durante 20 minu

tos a 6500 r.p.m.

- Se lavan con tampdn fosfatos de pH 6,9, dos veces, centri
fugando cada vez 20 minutos a 6500 r.p.m,
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- Se decanta y afiaden 10 ml de tampdn fosfatos.

- Se preparan dos series de tubos para Spectronic por pare-
jas.
En la primera se coloca como control: 5 ml de tampdn
fosfatos de pH 6,9 y 1 ml de Chlamydomonas resuspendidos

en 10 ml de tampén.
En la segunda serie, enfrentdndolos con las parejas con

trol correspondientes: 4 ml de tampdén, 1 ml de Chlamydomo-

~nas y 1 ml de 2,6-diclorofenol indofenol "D.P.I.P" al 5%.

- Seguidamente se mide la densidad 6ptica de cada tratamien
to, ajustando el cero con el tubo control y anotando 1la

D.0. que marca el correspondiente de la segunda serie.

- Se iluminan con ldmpara de 100 watios, colocando la gradi
lla a 20 cm de distancia. A los 5 minutos se mide nueva-
mente la D.0. y se somete de nuevo a iluminacidn.

Se repiten estos procesos cada 5 minutos hasta un to-
tal de 25 minutos.

Los resultados se representan en grificas tiempo-D.O.



IV. ESQUEMA DEL TRABAJO PROPUESTO

1vV.1, ESQUEMA DEL TRABAJO PROPUESTO

‘Para proporcionar un guidn de conjunto de los propésitos
del presente trabajo, damos, seguidamente, un esquema de las
pruebas realizadas con Chlamydomonas oblonga y que serdn au.

lizadas en la exposicidn de resultados.

a) Experimentos preliminares.- Se estudian las condicio-
nes mds favorables para los cultivos con Chlamydomonas en

medio control (iluminacién, temperatura, pH) con el fin de
lograr reducir la fase de latencia inicial, alcanzando en
breve tiempo su fase logarftmica.

b) Influencia de las distintas concentraciones de Heprbi-
cidas y Detergentes sobre el crecimiento de Chlamydomonas,

- descartando las que resultan letales y eligiendo de entre
las biostdticas aquellas que en tiempo minimo producen cam

Jt bios morfoldgicos (8pticamente) y en la pigmentacidn, que

- servirdn de base para experimentaciones sucesivas.

c) Estudio de los pigmentos: 1° en medio control a pH 6,54
e iluminacidén constante, durante 48 horas. 2° Cambios en los
" pigmentos de Chlamydomonas cultivadas en las condiciones de

los controles,afiadiendo los distintos Herbicidas y Detergen
_tes a la concentracidn seleccionada de 0,01% del producto
comercial.,

d) 1°Estudio de la ultraestructura de Chlamydomonas oblon-
~ ga en medio control, fijadas con 0s0, e incluidas en Araldi '
ta. 29 Cambios provocados en la ultraestructura de Chlamy- -
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domonas por los distintos Hérbicidas, a concentracién de 100
p.p.m., manteniéndolos en condiciones idénticas a los contro
les durante 48 horas.

e) Comprobacién funcional de las modificaciones ultraes-
_ tructurales encontradas en microscopfia electrénica, basdndo-
nos en la propiedad que tiene el DPIP, para restablecer la
cadena de electrones en el Fotosistema II, si los Herbicidas
y Detergentes no interfieren en la fotéflisis del agua.



V. PARTE EXPERIMENTATI."

V.1, ESTUDIOS PRELIMINARES

Se cultiva la estirpe elegida en el medio "4" (Proteosa-
Peptona), manteniendo los cultivos a 28°C e iluminacién
constante. .

A los 11 dfas se toma el cultivo, para estudiar en el con

" trol la absorcidn frente a peso seco, midiendo a 900 myu.

DO. L}

. Recta patrén
(400 mp) |

A A A A 2

04 01 03 04 05 06 OF 08 09 10
mg. peso seco/ml

Recta patrén de Chlamydomonas oblonga que expresa el peso
" seco en mg, frente a su correspondiente densidad éGptica.
Los cultivos se hicieron en medio 1Tquido segin el pro-
tocolo marcado en el capftulo 111,22,
La D.0. se midid a 900 mu.




.
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V.2, INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS CONCENTRACIONES DE HERBICI

DAS Y DETERGENTES SOBRE EL CRECIMIENTO DE CHLAMYDOMO-
NAS OBLONGA -

- Se prepararon tubos especiales para Spectronic 20, conte--

niendo medio de cultivo "4" y las concentraciones a estu-
diar, ajustando el pH a 6,5, manteniéndolos durante 11
dfas a 28°C e iluminacidén constante, siguiendo los siguien

tes protocolos:

Se inoculd 1 ml de Chlamydomonas cultivada en medio normal

en tubos especiales para Spectronic, conteniendo 9 ml del
medio, se inocularon 3 tubos por concentracién de antibio
l6gicos a estudiar y en un 4° tubo de la concentracidén no

se sembraron Chlamydomonas, para que sirviera de control,

eliminando asi la absorbancia propia del medio.

Las medidas en el Spectronic se efectuaron en el momesit..
de la siembra y cada 24 horas. Hasta un total de 11 dias.
La longitud de onda seleccionada fue de 900 my, con el
fin de eliminar la turbidez que proporcionan los pigmentos.

Se hizo la media aritmética de los D.0. de los 3 tipos
de cada concentracidn, representdndolos en los diagramas
absorbancia-dias, expresadas en las tablas y grdficas Ia
XIII,

De su estudio se deduce que las sales de Dipiridilo (co
mo el Diquat y Paraquat), provocan una disminucidén sensi-
ble del crecimiento a la dosis de 10 a 100 ppm, resultan-
do letales a partir de 1000 ppm.

Los compuestos orgdnicos no nitrogenados, como el Trio

xone = 2,4,5-triclorofenoxiacético, estimulan su crecimien

- to comportidndose como una auxina vegetal pero tienen un

efecto posterior letal a dosis de 100 a 1000 ppm. LEOPOLD.
(1965) lo atribuye al agotamiento respiratorio de las cé-
lulas, formacién de materiales téxicos y activacién' del
metabolismo del fésforo.

La accidén de los compuestos nitrogenados derivados de
la urea,decrece considerablemente desde 100 ppm y lo inhi
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be a 1000 ppm, Asf sucede con el Diurén (Karmex) y Linurén
(Lorox). ' ' .

Los'compuestosborgéniQOS derivados de las Triazinas, co
mo Simazina y Atraz1na, dlsmlnuyen el crecimiento qulza por
influir sobre 1os procesos de div1sion.

Los detergentes por su gran poder tensoactivo, actdan
como inhibidores del crecimiento ya a dosis de 100 ppm res
pecto,al control,
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TABLA I

Influencia de la concentracién del Detergente FENOPON
en el crecimiento de Chlamydomonas.oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias ‘ :
0 horas .005 .005 .005 .005

.010 .010 ,010 .005

1 .010 .010 .010 .005
.010 .010 .010 .005

.010 .010 .010 .005

2 .010 .010 .010 .005
.010 .010 .010 .005

.010 .015 .010 .005

3 .010 . 015 .010 .005
.010 .010 | .010 .005

.015 . 015 .010 .005

y .015 015 .010 .005
.015 .010 | .o010 .005

.015 ,010 .010 .005

5 .015 .010 .010 .005
.015 .010 .010 .005

. .025 .015 .010 .005

6 ©,025 .015 ,020 . 005
.025 .015 - .010 . 005

.035 .015 .010 .005

7 . .030 .020 .020 .005
.025 .025 .010 .005

.035 .020 | .o010 .005

9 .070 .020 .020 .005
..030 .025 .010 .005

045 .025 .010 .005

111 .010 .030 .020 .005
. 040 .025 .020 .005
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- Abs,
ANt
Absorbancia medida a
900 my .Concentracion de -
| 'FENOPON en ppm
At | "
F .
) |
ControL
{0
400
L' .: J.....t.. - ?; f' l {000
1 2 3 4 5 ¢ 7 8 9 0 # dias

Flg; 1.- Influencia de la concentracion de Fenopén sobre

el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C

e Iluminacidn constante.



TABLA IT

Influencia de la concentracidén del Detergente LISSAPGL

sobre el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias

0 horas .005 .005 .005 .005

.010 .010 .010 .005

1 .010 .005 .010 .005

.010 .005 .010 .005

.010 .010 .010 .005

2 .010 .010 .010 .005

.010 .010 .010 .005

.010 .010 .010 .005

3 .010 .010 .010 .005

L0106 .010 .020 .005

.015 .010 .010 .005

Y .015 .015 .010 .005

.015 .015 .020 .005

L0165 .015 .010 .005

5 .015 .015 .010 .005

.015 .015 .010 .005

.025 .020 .025 .005

7 .025 .025 .020 . .005

.025 - .025 .010 .005

.040 .025 .030 - .005

g . .030 .030 .030 .005
.025 .030 .010 .005

.035 .035 .030 .005

11 .070 .030 .030 .005

.030 .030 .010 .005




Abs.

a5k
) Absorbancia medida a
i 900 my. Concentracién de
i LISSAPOL en ppm

At

Control

1 234 5¢ 784904 dlas

Fig. 2.~ Influencia de 1a concentracion de Lissapol sobre

el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C

e iluminacidén constante.
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Influencia de- la concentracién del Detergente DOBANE

‘en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

pbm Control- 10 100 1000
dias

0 horas .005 .005 .005 .005
.012 .012 .005 .005 "

1 .010 .010 .005 .005

.020 .010 .005 .005

.015 .005 .005 .005

2 .010 .005 .005 .005

.010 .010 .005 .005

.020 .010 .011 .005

3 .015 .015 .010 .005

.015 .015 .005 .005

.020 .015 .010 .005

Y .015 .015 .005 .005

.015 .015 .010 .005

.020 .020 .005 .005

5 .015 .020 .005 .005
.020 .025 .010 . 005 -

.025 .030 - . 005 .005

7 .025 .045 .010 .005

.070 - .035 .010 .005

.100 .080 .010 .010

9 .095 .090 .010 .010

.070 .055 .015 .010

.140 4130 .020 .010

11 .120 .120 .020 ,010

.125 .080 .020 .010
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R4

Absorbancia : -medidd Q |
900m)J.Concentraci6n de
DOBANE en ppm

Control

R]

——aloo
o= T 00 4000

] i [] A [l

5 6 1 8 9 9 # dias

lnf]Uencia de la concentracion de Dobane sabre el

crecimiento de Chlamydbmonas oblonga, a 28°C e ilg‘

minacidén constante.
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TABLA IV

Influencia de la concentracidén del Detergénte DS 4499

en el cbecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias

0 horas ,005 .00§ .005 .005

.012 .005 .005 .005

1 .015 .005 .005 . 005

.010 .005 .005 .005

.015 ,010 .001 .005

2 ' .010 .005 .005 .005

.010 .010 .005 .005

.020 .015 .010 .005

3 . .015 .010 .005 .005

.015 .015 .015 .010

| ., 020 .020 .010 . 005

Y .020 ~.010 .010 .001

' L0165 . 015 .015 .015

.025 .025 .015 .010

5 ©.020 .015 .015 .010

.030 . .020 .020 .015

.030 .055 . 045 .040

7 . .025 .025§ .025 . 005

.075 . .035 .025 .005

| .055 .065 ~.050 .0u0

9 .080 .040 . 030 .010

.040 .050 .030 .005

.070 .080 .075 045

11 .010 .055 .050 .005

.095 .070 . 055 .010




~Abs,

45

d

05

03
o1
01

a1

: Absorbancia medidq a

, 900 mp. Concentracién de

- DS 4499 en ppm

[ Control

F Ao

i /"}Hoo
oo l000

.
'.'
.
.
.

A 1

6 * 8 9 1 4 dlas

" Fig., b.- Influencia de la concentracién de DS 4499, sobre

el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C

e {luminacidén constante.



.42 -

‘TABLA V

Influencia de la concentracién del Detergente DSD en

el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

bpm Control 10 100 1000
dias

0 horas .005" .005 .005 .005

.010 .010 .010 .005

1 .010 .005 .010 .005

.010 .005 .010 .005

.010 .010 .010 .005

2 .010 .010 .010 .005

.010 ~.,010 .010 . 005

.010 .010 -| .010 .005

3 .010 .010 .010 .005

.010 .010 .020 .005

, .015 .010 .010 .005

mn .015 .015 .010 . 005

.015 .015 | .020 .005

.015 015 .010 .005

5 .015 L015 .010 .005

- .015 .015 .010 ,005

.025 .020 .025 .005

7 .025 .025 .020 | .005

. .025 .025 .010 .005

.040 1,025 .030 .005

9 : .030 .030 .030 ©.005

.025 .030 .010 .005

o .035 - ,035 .030 .| .005

11 ~,070 .030 .030 . 005

.,030 .030 L0123 .005
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Abs.- .

a5

Fig. 5.~

Absorbancia medida @
900 m)J_Concentracién de
- SDS en ppm

Control

. o *—-"‘" :o

- - o

"‘l.'_&.*_a,..- -a10

I

-G—b"-t’:""‘ V )

B by rers yeeses Bpsocss e ey errecpraesvesnsinndd 4000
1

1 2 345 ¢ 78194 dias

Influencia de la concentracién de SDS sobre el cre
cimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C e ffuml-

nacidén constante,
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TABLA VI

Influencia de la concentracién del Herbicida REGLONE,

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

~.ppm ‘Control 10 100 - 1000
dias :
0 horas .005 .005 .005 .005
.016 .010 .010 .005
1 .01y .010 .010 .005
.015 .010 .010 .005
.050 '.030 .030 .009
2 ,030 .040 .021 .010
L040 ,020 .020 .011
.050 .040 .030 .020
3 .040 .040 .030 .020
.030 .0L0 .030 .020
| . 045 . 040 .030 .040
i ‘
i y ,055 .050 .030 .020
.050 .060 .050 ~.030
.060 ,050 .050 . 040
5 .060 .050 .040 .0uo
.060 .050 .060 .0u0
; ,090 .070 .050 .060
7 ,085 .080 .050 .030
' ,095 .090 .050 .030
.090 .090 .070 .040
9 .130 .100 .070 .040
140 L1120 .070 040 . -
.090 .100 | .060 . 020
11 .130 .100 .040 .020
140 .100 .050 .020
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Abs.
K5}
- Absorbancia medida a
- 300 mp. Concentracidn de
! DIQUAT en ppm Control
_afo
‘\'Mop
".""o {000

. . 4 A ' L

! 2 3 4 5 6 1 8 q 4 # dias

Fig. 6.- Influencia de la concentracién de Diquat sobre el

crecimiento de Chlémydomonas oblonga, a 28°C e ilu

minacién constante.
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TABLA VIT

Influencia de 1la concentracidn del Herbicida GRAMOXONE

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias

0 horas .005 ,005 .005 .. 005

.010 .010 .010 .010

1 .010 .005 .010 .010

,010 .005 .010 .010

.010 010 .010 .010

2 .010 .010 .010 .010

i .010 .010 .010 .010

.010 .010 .015 .010

3 ~.010 .010 .015 .010

.010 .010 .015 .010-

015 ,010 .015 010

M .015 .015 | 015 .010

.015 .015 .010 .010

0.15 . .015 .010 .010

5 0.15 .015 .010 .010

.015 .015 .010 .010

.025 .020 .015 .010

7 025 .025 | .015 .020

.025 025 .015 .010

040 .025 .015 .010

9 ©.030 .030 ©.020 | .025

.025 .030 .025 .010

.035 ©.035 .020 .010

11 .070 .030 | .020 .020

.030 .030 .025 .020
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Abs,
A8
: | Absorbancia medida a
. - 900 mp. Concentradién de
i PARAQUAT en ppm
At |
05 Control
03k L "é-'J:P
02 “--:343000
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1 2 3456 %8494 4 das

Fig, 7.- Influencia de la concentracidn de Paraquat sobre
' el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C

e {luminacidén constante.
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TABLA VIII

Influencia de la concentracién del Herbicida TRIOXONE
en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias :

0 horas .005 ,005 .005 .005

| .012 .010 .015 . 005

1 .010 .010 .010 - ,005

.020 ,010 .010 .005

.015 .005 .010 .005

2 - ,010 .005 .005 .005

.010 .005 | .005 .005

. .020 .010 .010 .005

3 .015 . .010 .010 .005

.015 .010 .015 ,005

.020 .010 [° .010 .005

Y ~.015 .010 .010 .005

.015 .010 .015 .005

.020 .015 .015 .005

5 - ,015 ,015 .010 .005

.020 .015 .010 | .005

.025 - .030 ©,015 - .005

.070 .030 .010 .005

.055 ,035 .025 .010

g .080 ©,020 .020 .010

.035 040 .020 .005

.100 055 | .025 .010

11 .095 . 045 - ,030 .010

.070 .050 .035 .010
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Abs.
45t

| Absorbancia medida a-

| 900 mu. Concentracién de

i TRIOXONE en ppm
A}

X Control
0T .}40
04+
5k Aloo
o0 . |

Y Ve SRR -

1 1 3 4 5 6 7%

ng. 8.- Influencia de la concentracidén de Trioxone so-

bre el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a

28°C e iluminacidn constante.
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TABLA IX

Influencia de la concentracién del Herbicida HYVARX

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias : »

0 horas .005 .005 .005 .005
.012 .010 .010 .005

1 .015 .010 .010 .005
,010 .005 .005 .005

.015 .005 ., 015 .005

2 .010 .010 .010 .005
.010 .010 .005 .005

.020 .020 .025 .005

3 015 .020 .015 .005
.015 .020 .025 .010

.020 .020 .025 .005

4 .020 | ,020 .020 .001
.015 .015 .025 ..015

| ., 025 .025 .030 .010
] 5 .020 .025 .025 .010
.030 .025 .025 1,015

.030 040 . 045 . 040
.075 . .0u45 040 .005

.055 .065 .070 | .0u0

g9 .080 .070 .060 .010
.040 | - .065 .055 .005

.070 .075 . 060 . 045

11 | .010 ~.065 .065 | .,005 "

. .095 .081 .080 .010°
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Abs,
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[ Absorbancia medida a
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Fig. 9.- Influencia de la concentracién de Hyvarx sobre
el crecimiento de Chlamydomonas oblonga; a 28°cC

e iluminacién constante,
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TABLA X

Influencia de la concentracién del Herbicida LOROX en

el crecimiento de Chlamydomonas oblonga-

ppm Control 10 | 100 1000
dias ‘ .
0 horas . 005 .005 | .005 . 005

. 012 .010 .005 .005
1 .015 .010 .005 .005

.010 .005 .005 .005

.015 .015 ., 001 .005

2 .010 .010 .001 .005

.010 .005 .005 .005

.020 .025 .010 .005

3 . 015 .015 .005 .005

.015 .025 | .01§ .010

.020 .025 .010 .005

oy .020 .020 .010 | .001
.015 .025 .015 - .015

.025 - .030 .015 | - .010

5 .020 .025 .015 | .o010
.030 .025 .020 . 015

.030 .0us | .ous 040

7 .025 .05 .025 .005

.075 .040 .025 .005

055 .070 .050 .40

9 | .080 - .060 | .030 .010

.040 .055 .030 .005

.070 .060 - .075 . .0u5

11 . 010 .065 .050 .005

' 1,095 .080 .055 .010
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15k
i Absorbancia medida a
b 900 mu.Concentracion de
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Fig., 10.- Influencia de la concentracién de Lorox sobre
el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C

e iluminacidn constante.
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TABLA XI

Influencia de la concentracién del Herbicida KARMEX
en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000
dias

0 horas .005 .005 .005 .005
.012 .010 .010 .005
1 .010 .010 .010 .005
.020 .010 .010 .005
.015 .005 .005 .005
2 .010 .005 .005 .005
.010 .010 .005 .005
.020 .010 .010 .011
3 .015 .015 .010 .010
.015 .015 .010 .005
1,020 .015 - .010 .010
y .015 .015 .010 .005
.015 .015 .010 .010
.020 .020 .015 .005
5 . 015 .020 .015 .005
- .020 .025 .015 .010

7 .025 .045 1,030 .010.
' .070 .035 .030 .010
, .055 .060 .030 .010
9 .080 .035 .020 .010 .
.035 .035 . 040 .010
.100 .080 .055 .010
11 .090 -.090 .045 .010
.070 .055 .050 .015
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ng. 11.- Influencia de la concentracidn de Karmex en el

crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a 28°C e

iluminacién constante.
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TABLA XII

Influencia de la concentracién del Herbicida SIMAZINA

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

bpm Control 10 - 100 1000
dias
0 horas .005 .005 .005 .005
.005 . 005 .005 005
1 .005 .005 ,005 .005
.005 .005 .005 .005
.005 .005 .005 .005
2 .010 .010 .010 .010
.010 .010 .010 .010 -
.010 .010 .010 .010
3 .010 .010 .010 .010 -
.010 | .010 .010 .010
.020 .010 .010 .010
Y _ .020 .015 .010 .010
' .020 .020 .02 | .010
.030 .015 .015 .015
5 ..035 . 015 .015 ,010
.035 .020 .015 .010
.060 .030 .020 .015
7 .060 ©.030 .015 .015
.070 .040 .020 . .015
.065 . .045 .025 015
9 .070 .045 .020 | .015
.075 ' .040 .025 .025
.085 .055 ~.030 .020
11 | .095 .060 .0265 .020
.105 .050 .030 - .030
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Absorbancia medida a
900 m}J.Concentra.cio’n de

SIMACINA en ppm

“Control

12394 5678491 dias

Fig. 12.- Influencia de la concentracion de Simazina so-

bre el crecimiento de Chlamydomonas oblonga, a

28°C e iluminacidén constante.
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TABLA XIII

Influéncia de la concentracidén del Herbicida ATRAZINA

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 100
dias

0 horas .005 .005 .005 .005

015 010 | .010 .015

1 ~.015 .010 .020 .015

.010 .015 .020 . 015

.010 .015 .010 .015

2 .010 .015 .020 .015
.010 .015 .020 015

.020 .010 .020 .015

3 .015 .015 .025 .015
.015 .015 | .025 015"

.030 .025 | .030 .020

Y .040 ~.020 | .030 .015

.030 .015 .025 .015

.ou0 | .03 | .030 | .030

5 .040 . 035 ,030 .| .035

. .050 ©.025 .025 | 025

.080 . ,070 | .050 | .owus

7 .085 ~.070 . 045 .035
© .085 . .055 .035 .030 -

.011 ,090 .065 .060

9 .011. .095 | .065 .040

.010 .065 .060 .040
. 125 ©.090 .075 .070

11 125 110 045 .050

.120 .080 .070 | .050
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" Fig., 13.- Influencia de la concentracidn de Atrazina so-

bre Chlamydomonas oblonga, a 28°C e iluminacién

constante.
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V.3; ESTUDIO DE PIGMENTOS

Se estudian los pigmentos posibles del control, como pun
to de referencia para el comportamiento de los mismos en
Chlamydomonas después tratadas con herbicidas y detergentes

a la dosis de 100 ppm, elégida por no resultar 1letal a las
48 horas. | ' )

a) Para los controles y siguiendo a EGON STAHL (1967) se
calcula por cromatograffa en capa fina los posibles Rf de
las manchas de los pigmentos. . |

Tomando cultivos de Chlamydomonas en medio proteosa-pep-

tona, que han crecido a temperatura ambiente, pH 6,5 e ilu
 minacién constante, se lavan dos veces con tampdn fosfatos
de pH 6,9 y centrifugdndolos a 6500 r.p.m. durante 20 minu-
tos, se eluyen en acetona al 85% toda la noche.

Usando placas de Silicagel Guach Stall como fase fijaj
éter-petrdleo y propanol (99:1) como solvente y frente de
16 cm y manfeniendo en cubetas cerradas y en oscuridad,al
‘cabo de 40 minutos los frentes alcanzados por los distintos
pigmentos son:

Frentes mdviles:

15 em; Rf = 15/15 , 100 = 100
7,1 ecmy; Rf = 7,1/15 ., 100 = 47,3
7 em; Rf = 7/15 , 100 = 46,6

- 5,8 cm; Rf = 5,8/15 . 100 = 38,6

Por tanto, segin referencia tomada de BUNT (J,S8, Nature,
203, 1261; 1964) y nuestros propios datos, calculando por
“aproximacién tendremos:

65, posible "“VIOLAXANTINA"

- Rf = 38,6 corresponde a

- Rf = 46,6 corresponde a 92, "CLOROFILA a"
-~ Rf = 47,6 corresponde a 96, "CLOROFILA b"
- Rf = 100 corresponde a 100, "8, CAROTENO"

b) Para reafirmar la presencia de estos pigmentos, también
por cromatograffa en capa fina, siguiendo a MARGARET HOLDEN
(1962):

~Actuamos como en el caso anterior, eluyendo en acetbna,
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Chlamydomonas cultivadas en medio normal y en las condiciu-

nes y tiempo ya fijadas.
- Se toma como frente fijo 15 cm,
- Fase fija Kieselgel (10 mg, en 20 ml de agua).

- Solvente: Eter-petrSleo, Isopropanol y agua destilada (100
‘cc, 10 y 0,25 cc).

Se meten las placas con los pigmentos colocados en el
frente inicial y se introducen en cubetas conteniendo el
solvente, en la oscuridad. '

A los 60 minutos aproximadamente, alcanza el frente,

Se sacaron las placas y rasparon por separado las manchas,
echidndolas con tampdn fosfatos en tubo de espectro.

El frente alcanzado por ellas fue: 155 5,43 5,4 y 4,7
cm.

Se recorrid la escala con cada uno de ellos, entre 335
y 700 mu.

Los resultados se expresan en las graficas 14, 15, 16
y 17, cuyos maximos parecen corresponder a los pigmentos
encontrados por el primer procedimiento. Es decir, cloro-
filas a y b; B-caroteno y como dudosa Violaxantina.

¢) Medida de los pigmentos por espectrofotometria. Se es

tudié el conjunto de pigmentos de Chlamydomonas en medio con
trol, actuando como sigue: -

- Centrifugamos en C. Wifug a 6500 r.p;m. durante 20 minu-
tos. Se lavaron dos veces con tampén fosfatos (pH 6,9) y
tras decantar, se eluy8 en acetona al 85% durante la no-
che, en nevera.

A la mafiana siguiente se midid el espectro evitando en
todo momento la oxidacién de pigmentos, tapando las gradi
llas con papel de estafio.

Los resultados se expresan en la grdfica n® 18 que re-
presenta longitudes de onda-D.O. |

- Tomando esta grdfica como referencia, se procedié a estu-
~diar los cambios sufridos en los pigmentos, por la accién
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de los herbicidas y detergentes, usados como producto cou-
mercial, a la concentracién de 0,01%.

Los resultados se expresan en las grificas 14 a 24 inclu
sive. 4

Los detergentes producen una rdpida destruccién de las
clorofilas y carotenoides como dedujeron GOEDHEER (1958) y-
NEWTON (1963) en sus estudios sobre el efecto del SDS sobre
cromatéforos. '

Los herbicidas del grupo de las sales de bipiridilo, dis-
minuyen cuantitativamente las clorofilas a y b, predominando
después los pigmentos amarillos; desciende la actividad meta
bélica,'apareciendo plastoglébulos osmiéfilos, en un proceso
similar al de envejecimiento, aunque mis rdpido y'variado
cronoldgicamente, segdn confirman los estudios de BAUER (1969)
y DODGE (1970).

El B-caroteno aunque protege contra la fotooxidacidén, dis
minuye segin indica HARRIS y DODGE hasta un 70% a las 20 ho-
ras de ser tratado con Paraquat.

Los compuestos no nitrogenados como el Trioxone, disminu-
yen las clorofilas,muy intensamente el B-caroteno y violas..
tina.

Los compuestos bromados como el Hyvarx y los derivados de’
la urea como indica MEES (1960), tienen accién similar pero
retardada con respecto a la accidén rdpida de las sales de bi
piridilo sobre los pigmentos, mientras que los derivados de
las Triazinas reducen las clorofilas en un 50% marcdndose el
aumento del B-caroteno. ATKINS y TCHAN (1967); BALEZINA (1967);
,LIPNICKAJA y KRUGALOW (1967); PLATONOWA (1967); KIRKWOOD,
FLETCHER y SMITH (1970); PANTERA (1970).
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Frente = 3,3.



- 64 -

Abs.

16

Ay b Clorofia b

Frente 45
12+

0}

' A A A .L 2

O 500 550 600 €50 00 750 A

Flg. 15.- Absorcién del espectro de clorofila b,
' Frente = 4,5,



- 65 -

 Abs. | o
F-Caroteno
Frente 15

ALAA‘.*“LLAAALAAA" AAAAAAAA f 4222422 2242414

350 W %0 . 500 550 £

Fig. 16.,- Absorcidn del espectro de f-caroteno.
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Fig., 17.- Absorcidn del espectro de Violaxantina.
Frente = 2,3,
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de Chlamydomonés oblonga crecidas en medio control,
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Fig. 19,- Absorcién del espectro de! conjunto de plgmen;

tos

de Chlamydomonas oblonga crecidos en medio

conteniendo Lissapol.



- 69 -

A A ' '] %

300 400 500 600 300 800 qo0 A

Fig. 20,- Absorcién del espectro del conjunto‘de pigmen
tos de Chlamydomonas oblonga crecidos en medio

'contenlendo SDS.
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Fig. 21.- Absorcién del espectro del conjunto de pigmen-

tos de Chlamydomonas oblonga crecidos en medio

conteniendo Trioxone,



-1 -

Abs.
Y N
| cloed

8 L. dpt.d.

Diquat

330 40 500 550  co 0 W0 A

Fig. 22.- Absorcidn del espectro del conjunto de pigmentos
de Chlamydomonas oblonga crecidos en medio conte

niendo Diquat,
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Fig. 23.- Absorcién del espectro del conjunto de pigmentos

de Chlamydomonas oblonga crecidos en medio conte

niendo Lorox.
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de Chlamydomonas oblong crecidos en medio conte

nlendo Simacina.
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V.4, ULTRAESTRUCTURA DE CHLAMYDOMONAS OBLONGA

a) Control

Este organismo, cultivado en medio lfquido de Proteosa-
QPeptona, sin tratamiento especial ninguno, durante 48 ho-
1ds a tempépatura-ambiente e iluminacién constante, fue fi-
jada con Glutaraldehido al 3% durante 2 horas;' posterior-
mente, en Osou, durante una hora a 0°C y otra hora mds a tem
peratura ambiente, utilizando siempre tampén fosfatos a pH
de 7,3.

La inclusidn se efectud en resina epoxi "Araldita",

Las observaciones de los cortes realizados en estas in-
clusiones que fueron vistos en un Microscopio Zeiss E.M. 9a
Phylips son las que corresponden a las figuras de las foto-
grafias comprendidas de la 1 a la 21 y cuya descriptiva se
relata a continuacidn.

De acuerdo con las observaciones al microscopio éptico,

se trata de una especie de Chlamydomonas, de forma ovoide,

de, aproximadamente, 20 u de didmetro, en el que se distin-
gue la membrana celular rodeada por otra de naturaleza celu
18sica. Las dos terceras partes del citoplasma estdn ocupa-
das por un gran cloroplasto de forma de copa, en cuyo inte-
rior hay un pirenoide esférico rodeado por ldminas de almi-
dén. En un dngulo anterior del cloroplasto y contra la pa-
red se encuentra el estigma.

En el tercio anterior de la célula, estd el ndcleo, dos
vacuolas contrdctiles y dos flagelos, cuya membrana externa
. resulta de la evaginacidén de la membrana celular. Son per-
ceptibles también algunas mitocondrias apoyadas en muchas
"ocasiones en hundimientos del cloroplasto o bien entre éste
y la membrana plasmdtica. El aparato de Golgi, prdéximo al
ndcleo,estd representado por un apilamiento de dictiosomas.
El reticulo endoplasmatico se encuentra localizado en una
Iinea que corre paralela con la membrana del cloroplasto.

Vamos a describir separadamente cada uno de los elemen-

tos descritos.
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- Membrana celular.- El citoplasma estd rodeado por una mein
brana delgada tensa y continua, mostrando en algunos frag
mentos,estratificacién evidente. En el polo anterior la
membrana se evagina, para cubrir a los dos flagelos, mien
tras que en el resto de la célula sigue la curvatura de
la célula. Fuera de la membrana plasmdtica, hay una mem-
brana continua de menor densidad que corresponde a la mem
brana celuldsica, la cual caracteriza a este género; es-
tas observaciones coinciden con las llevadas a cabo por
PRESTON en 1951 y SAGER y PALADE en 1956,

La membrana celulésica se encuentra estrechamente adap
tada a la plasmitica, o separada de ella por un espacio

. mds o menos ancho, ocupado por un material de densidad va
riable, lo que prueba la independencia de estas estructu-
ras. Finalmente la parte mds externa de la pared celular,
estd cubierta por una tercera capa de material denso, que
corresponde a la cdpsula vista al microscopio éptico, de
espesor variable y cuya estructura es como un fino fiel-
tro con la superficie externa desflecada y constituido

por particulas densas e irregulares.

- Flagelos.- Nacen en el polo anterior de la célula, de un
cuerpo basal que resulta del acoplamiento de los dos cuer
pos basales, uno por cada flagelo existente. En-algunos
cortes se puede observar la seccidn transversal de estos
flagelos, mostrando una membrana externa que envuelve a
diez pares de tibulos, uno de los cuales es de posicién
central. La membrana externa de los flagelos es una conti
nuacidén de la plasmitica.

- Sistemas de membranas del citoplasma.- Hay dos sistemas
de membranas en el citoplasma del género Chlamydomonas

~oblonga: uno consta'de tdbulos y vesiculas intercomunica-
das, la mayor parte de las cuales se asocian con pequefias
particulas densas, que corresponden por su morfologfa y
localizacidbn al retfculo endoplasmitico de la célula ani-
mal. El otro sistema estd representado por apilamientos

compactos de vesiculas laminares préximas al ndcleo y que
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como sefialan SAGER y PALADE, DALTON (1954), HAGUENAU (1Y5%),
pueden representar a los dictiosomas de las células anima
les, principalmente de.los invertebrados, SJBSSTRAND (1954),

Estos dos sistemas de membranas, presentan comunicacio
nes entre si, que permiten el paso de sustancias a su tra
vés, por lo que se les puede considerar como el sistema
circulatorio del citoplasma, de acuerdo con 1o que sefalan
PALADE y SAGER (1957).

Reticulo endoplasmdtico.- Estd representado en cortes lon
gitudinalés por perfiles que constan de una delgada mem-
brana limitante y un espacio vacio sin extructura interna
o con ella. A esta membrana se asocian partfculas peque-
flas y densas, que deben representar a los ribosomas. En

otros géneros de Chlamydomonas, este reticulo no tiene

orientacidén fija, mientras que en el que nosotros descri-
bimos, estd en el tercio anterior del organismo, paralela
. mente dispuesto al borde anterior del cloroplasto.

Ademds de las particulas préximas a la membrana del re
ticulo endopldsmico, hay otras de naturaleza similar es-
parcidas a través del citoplasma,individualizadas en cade

nas o en racimos.

Dictiosomas.- Son formas alargadas de superficie suave,
limitadas por membranas densas y con un estrecho espacio
entre ellas, orientadas paralelamente y prdéximas al nicleo.
Corresponden a las vesiculas planas relativamente grandeé

vy elementales sefialadas por SAGER y PALADE (1957) en QQEQ-A
mydcmonas reinhardi y por GATENBY (1955). El extremo de

estas vesiculas estd dilatado en forma de ampollas. El con
junto de estos perfiles estd rodeado por multitud de ele-
mentos ovales o circulares de unos 30 a 50 nm, en contac-
'to o separadas de las cisternas. Estos apilamientos son
semejantes a las estructuras descritas en células anima-
les como aparato de Golgi por DALTON (1954) y otros auto-

res,

En Chlamydomonas oblonga existen cinco cisternas por

o - 3 . P ¥
secclidn en torno al nucleo, asociadas con vesiculas.
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- Mitocondrias,- Tienen forma de béstén, semejantes a las
de los tejidos animales, rodeadas de una doble membrana.
l.a interna se invagina formando las crestas mitocondria-
les, cuya orientacién yaria respecto a la de los animales,
por no estar orientadas perpendicularmente al eje longitu
dinal, razén por la que las mitocondrias presentan cres-
‘tas tanto en secciones transversales como en longitudina-
les. Su niimero también menor que en las células animales,
varia con el estado fisico de la célula, segin sefiala PA-
LADE (1953) y SAGER y PALADE (1957). En algunas circuns-
tancias los cortes presentan mitocondrias entre los 18bu-
los de las lamelas del cloroplasto por estar situada so-
_bre el mismo o entre el cloroplasto y la membrana plasmi-
tica. PITELKA (1963). |

- Vacuolas.- Aparecen entre el nidcleo y la cara céncava del
cldroplasto en nﬁmero variable. Se reconocen por su alta
densidad debida a una serie de cuerpos de gran polimorfig'
mo embebidos en la matriz. '

Las dos vacuolas contrdctiles que se describen median-
te el microscopio de contraste de fases, no son claramen-
te observables. )

- E1 ndcleo.- Localizado en la concavidad del cloroplasto,
aparece como un cuerpo mis o menos ovoide de dos u de dif
metro. El1 plasma nuclear es relativamente denso, conte- |
niendo un fino material granular embebido en una matriz
amorfa, entre la cual aparece el nucleolo de posicidn cen
tral o préximo a la membrana, si la fijacién se prolonga
en exceso. La envuelta nuclear consta de dos membranas se
paradas por un espacio y perforadas por poros relativamen
te grandes de distribucién irregular; la externa presenta
particulas distribuidas en la superficie que estd en con-
tacto con el citoplasma.

- Cloroplasto.- Es el érgano mds caracterfstico del género
Chlamydomonas dado su tamafio y morfologia.

Este orgdnulo altamente organizado, contiene no sélo
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pilas de lamelas sino también regiones diferenciadas y
bien localizadas como el estigma, pirenoide y zonas conte
‘niendo ADN, de acuerdo con los trabajos de RIS y PLAUT
(1962), e IWAMURA y KUWASHIMA (1969). Estos ultimos auto-
res, usando el método del CsCl, dan una proporcidn de 33
a 36% de guanina-citosina; en las 4dreas del cloroplasto.

La existencia de una estructura interna en el cloro-
plasto, ha sido descrita en varios estudios por numerosocs
~investigadores, como RABINOWITCH, WEIER, STOCKING, FREY-
_WYSSLING, MUHLETHLER y GRANICK.

Ya en 1880 estos plastos eran descritos como corpiscu-
los oscuros llamados "grana" rodeados por un claro estro-
ma. A partir de entonces y a la luz del microscopio 4pti-
co, se propusieron numerosas teorias, destacando dos he-
chos fundamentales: Presencia de grana en las plantas su-
periores pero no en las algas, y en cambio una gran birre
fringenciadel cloroplasto que delata su estructura lame-
lar,

La evidencia de la organizacién lamelar del cloroplas-
to se debe al microscopio de polarizacién, siguiendb las
observaciones de SCARTH (1924) sobre la birrefringencia y
dicroismo del cloroplasto.

Actualmente los estudios sobre este orgdnulo se comple
tan a la luz del microscopio electrénico. Se trata de una -
estructura heterogénea, constituida por pequefios grdnulos
‘1lamados grana, incluidos dentro del estroma. Los grana
estdn formados por vesiculas aplanadas que aparecen COMO
densas bandas paralelas a la superficie del cloroplasto.
La estructura interna varfa considerablemente entre algas
y plantas superiores, pero en ambos casos la estructura
bdsica estd compuesta por finas membranas mds o menos con '
tinuas que en las algas verdes forman sacos aplanados 1lla
mados por STEINMANN y SJOSTRAND en 1955 discos, formados
por dos membranas unidas en sus extremos, sin constituir
apilamientos y que recorren el cloroplasto en toda su ex-

tensidén. En los vegetales superiores, los discos se super -
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‘poneh,a manera de pilas de monedas, constituyendo los gra
na qué se comﬁnican por medio de tidbulos llamados inter-

- grana. En uno y otro caso existe una matriz de baja densi
dad déntro de la cual se encuentran estas lidminas, alter-
nando con granos de almiddén y otros de naturaleza lipidi-
ca.

Estudios recientes sobre la ultraestructura de los gra
na, muestran que estdn formados por compartimientos super
puestos cerrados a los que se designa con el nombre de ti
lacoides, cuyo nimero varfa segiin las especies entre 5 a
50 o més.

En el género Chlamydomonas oblonga las lamelas tienen

una configuracidn particular, ocupando generalmente la ma
yor parte del cloroplasto, diseminadas en zonas que con-
~tienen una materia de finos grdnulos y a veces entre cuer
pos homogéneos que corresponden a granos de almiddn. Las
‘lamelas aparecen en parejas constituyendo vesiculas cerra-
das llamadas discos, que se apilan en némero variable (2
a 20 unidades) e irregularmente distribuidos en el cloro-
plasto.

En los trabajos de GOODENOUGH, ARMSTRONG y LEVINE (1969)
los discos encontrados en Chlamydomonas reinhardi,mutante

"ac-31", corresponden a membranas tilacoides de alta acti
vidad en la segunda fase de la fotosintesis. SCHOR, SIEKE
WITZ y PALADE (1970) encuentran estas mismas membranas en
la forma silvestre de la citada especie. En nuestro caso
los discos que integran 1los grana, pueden por su ultraes-
" tructura corresponder a tilacoides, pues estdn constitui-
dos por pares de membranas unidas en sus extremos, conte-
niendo lipoides, pigmentos fotosintéticos y citocromos.
La presencia de discos apilados a manera de grana en
el cloroplasto de Chlamydomonas alga filogenéticamente

muy lejana a las plantas superiores puede representar un
estado de transicidn, en la evolucién entre el contenido
lamelar no grana tipico de las algas, y el de las plantas
superiores con su usual uniformidad y regular disposicién
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de sus grana. A v

En cuanto al significado funcional de los discos lame-
iares, los autores se han preguntado si se trata de unida
des estructurales dentro'del cloroplasto con una especial
misidn funcional, y le han asignado tres funciones:

1) Las membranas de los discos se consideran como es-
tructuras conductoras de energfa conteniendo espacios ce-
rrados y regularmente dispuestos de moléculas de pigmen-
tos.

2) Como unidades fotosintéticas,segin el supuesto dado
por WOLKEN y SCHWERTZ (1953), para quienes el nimero mdxi-
mo de moléculas de clorofila contenidas en un disco es de
2.4,10% para espinacas, cantidad considerablemente més al
ta, que la unidad fotosintética sefialada por EMERSON y AR
NOLD (1932) en Chlorella. No obstante, si la cantidad de
clorofila por disco pudiera variar experimentalmente, po
dria determinarse el nilmero minimo de mecléculas de cloro-
fila por disco, requeridas para la actividad fotosintéti-
ca.

3) Otro posible papel del disco es servir de barrera
de permeabilidad.

Matriz del cloroplasto.- Los espacios entre las lamelas
han recibido el nombre genérico de estroma. El concepto
de estrcma como distinto de grana no es muy defendible,
pues el microscopio electrdnico muestra claramente que el
material en las regiones intergrana no lamelares del clo-
roplasto, es continuo con el material queocupan los espa-
cios interdiscales con el grana. Se ha propuesto, por con
siguiente, abandonar el término estroma y hablar sélo de
una matriz continua que rodea y penetra los grana y que
embebe los discos.

Hay, sin embargo, diferencias localizadas entre la ma-
triz del cloroplasto ilustradas con la presencia de grdnu .
los densos (presumiblemente lipidos) y pequefias particu-
las (ribonucleoprotefnas) en las regiones intergrana y

por su ausencia en los espacios entre los discos.
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- Membranas limitantes,- Sin embabgo, la existencia de urn.
membrana'limitante alrededor'del cloroplasto :3 una ci. -

~ tidén sujeta a estudios, micrograffas publicadas'de mate-
rial muy bien preservado demuestran claramente la presen-
cia de tales membranas. En secciones bien orientadas de

Chlamydomonas, se puede evidenciar que dos membranas dis-

puestas una junto a otra alrededor del orginulo (confirma
do en cloroplastos de plantas superiores) forman una en-
vuelta de cloroplasto similar en su estructura y constitu
cidén general, pero diferente.en detalles a la envoltura
nuclear descrita por WATSON. Los cloroplastos parecen es-
tar a veces rodeados por una vasta cisterna.
Se han observado conexiones entre la envuelta del clo-
roplasto y el sistema de membranas del citoplasma. T.as do
. bleces de la membrana del cloroplasto estdn relacionadas
probablemente con estas anastomosis. Su presencia y 1la
existencia de una cisterna entre las dos membranas del
cloroplasto, hace posiblé la transferencia de materiales
entre el sistema de vacuolas del citoplasma y plastidio
sin contacto directo entre el citoplasma y la matriz del
cloroplasto. En segundo lugar, la doble membrana puede
ser importante en el proceso de formacién lamelar (forma-
cién de las lamelas), particularmente si la lamela apare-
ce por invaginacién de la membrana interna. Es interesan-
te que los cloroplastos y mitocondrias estdn rodeados por
dos membranas sucesivas y es posible que en ambos orgdnu-
los, esta disposicidn represente una solucién comdn para
los problemas similares. En vista de las Gltimas especula
ciones en literatura citoldgica concernientes a la rela-
cidén entre cloroplasto y mitocondrias, podria destacarse
que a pesar de la similar estructura mencionada, no hay
evidencia de una relacidn en el desarrollo entre estos dos

orgdnulos en Chlamydomonas.

- El1 pirenoide.- Es una regidn diferenciada del cloroplasto
que se encuentra en la mayor parte de las algas verdes y

en los primitivos hongos y musgos, pero no en las plantas
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superiores, Se le considera como un orgdnulo relicionado
"con la sintesis del almidén, ya que tiene gran cantidad
de pboteinas y estd generalmente asociado con granos de
almidén. Algunas algas, incluidas las Diatomeas, y algu-
nos Dinoflagelados, contienen pirenoide pero no forman al
middén; alli el pirenoide parece estar asociado .con el al-
macenamiento de 1fpidos.

En Chlamydomonas el pirenoide no contiene lamelas y,

por consiguiente, presumiblemente tampoco clorofilas. Estd
caracterizado por una red de tibulos embebidos en la ma-
triz de denso material finamente granulado. La matriz del
pirenoide es continua con la del cloroplasto y los tibulcs
se conectan con los discos del plasto circundante. Estos
tdbulos pueden representar un sistema para conducir pro-
ductos de fotosintesis desde las lamelas, a las regiones
especializadas para la sintesis de almidén.

Aparentemente el pirenoide no es un sistema obligado,
pues el almidén se encuentra almacenado también en otras
regiones del plasto, entre las pilas de los discos e in=
cluso se congocen muchos flagelados acldricos que sinteti-

zan almidén como Chilomonas. Sin embargo, el primer almi-

dén formado estd situado en planos que rodean al pirenoi-
de y sblo en condiciones de acumulacidén aparecen granos

de almidén en otros lugares. Las descripciones de pirenoi
des de varias algas vistos en el microscopio electrdnico
como los de Euglena, WOLKEN (1953), los de Spirogyra, LE-
YON (1953), parecen contener lamelas continuas con las

del cloroplasto pero con diferente disposicidén. En Chlore-
1lla la situacién es comparable a la encontrada por ALBERT-
SSON y LEYON (1954) en Chlamydomonas, quienes sefialan que

el pirenoide es un denso cuerpo amorfo, separado de las
ldminas del cloroplasto, por 14minas de almidén y en el
que se han notado elementos tubulares.

Teniendo presente el hecho de que las plantas superio-
res tienen grana, pero no pirenoide, mientras que las al-

gas poseen pirenoide pero no grana, LEYON ha sugerido una
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‘relacién funcional y filogenética entre estos dos’componeg
tes del plasto. La situacidn encontrada en Chlamydomonas,

ia-cual7tiene én el cloroplasto grana particularmente di-
ferenciados un pirenoide bien desarroliado, as{ como un
depésito de almiddn, extrapirenoidal, se puede usar como

base para diferenciar la interpretacién de que el gfana k
representa un avance en la organizacidn del disco del clo
roplasto, mientras que el pirenoide es un orgdnulo primi-
tivo de sintesis de almidén, cuya funcién estd siendo gra
dualmente asumida por ciertas regiones del interdisco del
cloroplasto. En esta interpretacidén, los cambios evoluti-
‘vos de los dos sistemas no estdn funcionalmente relaciona
dos. Se han descrito distintos pasos evolutivos segiln KA-
JA (1954), en la desintegracidén del pirenoide, los cuales
muestran una serie de tipos desde un pirenoide homogéneo

hasta el completamente disperso por todo el cloroplasto.

Estigma.- En el género Chlamydomonas es una regidn del

cloroplasto altamente diferenciada, conteniendo dos o a
veces mis laminas de paquetes granulares de localizacién
constante, emparedados entre discos periféricos y por
ello situados en la matriz del interdisco del cloroplasto.
En cada l4mina los grdnulos estdn estrelhamente apretados,
constituyendo una sélida barrera, para la penetracidn de
la misma.

En Chlamydomonas, el estigma tiene misidén fototédctica,

es decir, se le considera como el orgdnulo fotorreceptor
de la célula. Sin embargo, HARTSHORNE (1953) encontrd un
mutante ciego en Chlamydomonas reinhardi, que no tenia es

tigma detectable a la luz del microscopio Sptico presen-
tando fototactismo,pero muy reducido respecto a la cepa'
normal. Dedujo de ello que la mancha ocular no es el Gni-
co lugar de actividad fotorreceptora.

En Haematococcus, género prdéximo a Chlamydomonas, el

' pigmento de la mancha ocular ha sido identificado como
. astaxantina, pigmento anteriormente encontrado Gnicamen-
te en los invertebrados. WALD (1953).
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Aparentemente los caratenoides han sido asociados coai. A
la fotorrecepcién de los primeros tiempos de la evoluciéii

- ADN contenido en el cloroplasto.- RIS y PLAUT (1968) en-
‘contraron en Chlamydomonas moewusii a la luz del microsco

pio electrdnico y por diversos métodos citoquimicos, la
presencia de ADN. ‘

Mediante el reactivo de FEULGEN y por la Acridina-oran
ge, indicaron la presencia en el cloroplasto de una o mis
formas irregulares conteniendo ADN, generalmente en la ve
cindad del pirenoide. Por microscopia electrdénica se reve
156 la presencia de microfibrillas de 25 2 en estas 4reas
que corresponden a macromoléculas de ADN, con respecto a
su localizacidn, morfologfa y sensibilidad para la diges-
tidén de ADN. La posibilidad de que este material forme
parte del sistema genético del cloroplasto y la hipdtesis
de que este organoide presente un desarrollo endosimbidti
co ha sido objeto de discusidn entre numerosos investiga-
dores: FAMINTZIN (1907) y MERESCHKOWSKI (1905) en algas
azules; LEDERBERG (1952); DEKEN-GRENSON y MESSIN (1958);
GEITLER (1959); IWAMURA'S (1960). Al parecer RIS y PLAUT
confirman tales aseveraciones.
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Fot. 1,- Esquema de la'lt,lm:‘fologfa de Chlamydomonas, toma-
"~ do del trabajo original de SAGER y PALADE (J. Bio-

| physic and Biochem. 1957 Vol. 3). ¢ = cloroplaéto;

es = estigma; py = pirenoide; n = ndcleo; cv = va-

 cuo1a contdctil; k = grinulo basal de un fiagelo;

f = flagelo; sp = zonas de condensacidén de almidén

~delimitando al pirenoide.
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Fot. 2.- Fotograffa electrfnica a medianos aumentos de un
: cqrte,de_Chlamydomonas oblonga fijada con OsO‘q e
incluida en Araldita. . . ‘
Se distingue bien el nﬁcleolen posicidn tipica-

mente excéntrica con un nucleolo central y una do-
ble membrana, en la que se observan zonas de adhe-
sién que constituyen el substrato morfolégico de.
los poros nucleares. Entre ambas se observa un espa
cio sblo interrumpido por las citadas zonas de adhe

- sién. La mayor parte del volumen de estas células
estd ocupada por el cloroplasto que de ‘modo tipico,
presenta el pirenoide en situacién central y a cau-
sa de la fijacién y deshidratacién, aparece muy con
densado y separado por un espacio claro de las mem-
branas del cloroplasto, con el que se comunica por
medio de algunos puentes membranosos que estudiare-
mos en fotografias posteriores.

En el citoplasma no ocupado por el niicleo ni por'
el cloroplasto se puede observar abundante cantidad
'de ribosomas y vacuolas con material de reserva de
caridcter heterogéneo. Por fuera, rodeando a la mem-
brana celular, observamos una gruesa cdpsula, de ma
terial poco denso al paso de los electrones.
Negativo n° 12,063,

Aumento inicial 6.000.
Aumento final 22.200.

n = nidcleo La = lamela

cr = cromatina ¢ = cloroplasto

re = reticulo endoplédsmico _ matriz del cloro-
Ma = plasto

go = golgi: - EEEE

mitocondria pi = pirenoide

mi
yd
cp = capsula

v = vacuola
rd
av = area vacfa
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Fot. 3.- Fotograffa electrdnica de una seccién de células en
divisidén, de Chlamydomonas, en la que se observa 'la
tfpica disposicién del aparato de Golgi, formado por .

cinco sdculos tubulares, que a ambos lados tienen
algunas vesiculas dilatadas. También se observa en
el citoplasma una gran abundancia de ribosomas agru
pados en polirribosomas y elementos tubulares del
retfculo endopldsmico rugoso.

En la Chlamydomona que se observa parcialmente,

en la parte superior de la fotografia, aparece un
tubo del reticulo endopldsmico rugoso, cortado a lo
largo, asimismo una mitocondria muy larga, densamen
te tefiida, con crestas de direccién paralela a su
eje mayor (como se describe anteriormente).
Negativo n® 10,447,

Aumento inicial 18.000.

Aumento final 57.600.
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Fot 4.- De la otra célula, que aparece en la fotografia 3,
moatrando el aparato de Golgi; por encima y a la de
recha del mismo, un elemento tubular del reticulo
endopldsmico rugoso formado por membranas que tie-
nen adosados ribosomas. La orientacién de este ele-
mento tubular paralela al borde cdéncavo del cloro-
plasto, ha sido descrita como tipica de las especies
Chlamydomonas globosa y Chlamydomonas oblonga.
Negativo n® 10,448,

Aumento inicial 18.000.
Aumento final 63.000.
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Fot. 5.- Fotograffa electrdnica a grandes aumentos, mastran-
do claramente una mitocondria de ‘matriz no tan den-
sa como la observada en fctografias anteriores, con
crestas tubulares, que aparece entre los grupos de
lamelas del clorpplasto, aunque esta localizacién
de las mitocondrias puede parecer atipica.

Negativo n® 10.440.
Aumento inicial 11.000.
Aumento final 33.000.
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Fot, -6.- Fotograffa electrdnica de un corte de Chlamydbmo—
nas oblonga en la que se obseiva muy bien la tipi-
ca disposicién en forma de copa del cloroplasto.
Asimismo, es muy llamativa la disposicidén de 1las

lamelas formando zonas de mayor condensacidn que
recuerdan mucho a los grana.

Negativo n® 12,062,

Aumento inicial 6,000,

Aumento final 25,800.
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Fot. 7,- Fotograffa electrdnica de una vista general de la

' regién perinuclear. El ndcleo estd rodeado por unu
doble membrana con pequefio espacio perinuclear. En
algunas zonas de la membrana externa se observan ri
bosomas. En el interior, la cromatina aparecé en al
gunas zonas ordenada en circulbs, imdgenes QUe re-
cuerdan a los poros nucleares.
Negativo n° 12.057.
Aumento inicial 64 mA.

Aumento final x 3,5,
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Fot., 8 ,- Fotograffa en la que se observa bien la capricho-
sa disposicidn circular de los acidmulos de lame-
las del cloroplasto, que forma un intrincado retfi
culo, cuyos espacios vacfos estdn ocupados por el
material hidrocarbonado y por otros organoides

- del citoplasma.
Negativo n° 12.059.
Aumento inicial 6.000,
‘Aumento final 22.200.
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Para observar las modlflca01ones ultraestpucturales pro-
_du01das por los antlblologlcos elegldos, hemos procedldo ba
~jo las mismas condiciones que en los controles,

En la descrlptlva de las siguientes fotografias, que co-
rresponden a la accidn de herbicidas y detergentes, sobre
‘los organoides citoplasmiticos, principalmenté cloroplastos
y sistemas de membranas, podemos observar:

Los detergentes actilan por su gran poder tehsoactivo, 1i
sando los sistemas de membranas y componentes ribosdémicos
citoplasmidticos, vacuolizando el protoplasma. Estas vacuo-
las aparecen rellenas de productos del catabolismo celular,
,Déstruyen el sistema de pigmentos con la consiguiente dismi
nucién de la actividad fotoquimica de acuerdo con lo indica
- do por NEWTON (1963), en sus estudios sobre la accidn del
SDS sobre cromatéforos bacterianos.

En cuanto a la accién de los herbicidas, las fotografias
electrbnicas tomadas de cloroplastos tratados con sales de

bipiridilo, muestran que transcurridas seis horas se produ-
-cen cambios en los sistemas de membranas; ciertos orginulos
como los cloroplastos, mitocondrias y niicleos son alterados,
ya que normalmente estdn contenidos dentro de dos membranas:
la plasmatica que se adhiere a la pared celular y la que 1i
mita a cada organoide. : _
' Estas mismas sales actlan separando a la membrana plasmd
tica de la pared celular; los cloroplastos se retraen, pero
 la estructura tilacoide varfa muy poco y lo mismo les suce-
de a las mitocondrias.

Los cambios mayores de la estructura celular se deben en
gran parte al escape del contenido vacuolar que, al liberar
sus encimas hidrolfticas, por alteracién de las membranas
limitantes de las vacuolas, asi como por la ulterior produc
cidén de radicales libres debidos al transporte de electro-
nes fotosintéticos, tienen un alto papel tdxico sobre todo
en condiciones de iluminacién.

Estudios hechos sobre la ultraestructura de células de
los cotiledones de lino muestran una progresiva y espectacu
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lar destruccién de los orgdnulos celulares, segin afirma

- DODGE (1971), La mitocondrias, tras 6 horas de tratamiento
se rompieron por el hinchamiento sufrido al cambio de la
presién osmética, La estructura ordenada de los tilacoides
de los cloroplastos, mostrd una desintegraéién progresiva
mds clara ‘a medida que los cotiledones perdfaﬁ su clorofila,
Al mismo tiempo, en los cloroplastos en trance de romperse,
se formaban plastogldbulos osmiéfilos, los cuales aunque
también son visibles en cloroplastos de hojas normales, son
caracteristicos de ellas en estado senil. Probablemente re-
presenta una acumulacién de lipidos liberados al romperse
las membranas de los tilacoides y otras sustancias lipoideas
segin afirma LICHTENTHALER, (1968).

Por otro lado, se ha visto que el dafio producido en el
meséfilo celular de ciertas leguminosas, tratadas con Para-
quat era el mismo a la luz que a la oscuridad, aunque, en
general, la accién antibioldgica de estos herbicidas se re-
tarda en ausencia de luz, siendo los sintomas tipicos del
amarilleamiento foliar que siguen a la destruccién de la
clorofila mds rdpidos que en el proceso de vejez, segin afir
ma BAUR (1969). _ ,

A continuacidén describimos los efectos producidos por los
detergentes y herbicidas a 1la v1sta de las fotografias elec-
trénicas correspondientes.
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Fot. 9. ,- Fotograffa electrdnica panordmica de una seccidn
de Chlamydomonas tratadas con el detergente Feno-
pdén T77 (N-metil-oleil-taurida). Las tres células

qué aparecen fotografiadas estan modificadasjen

 su ultraestructura normal, como facilmente se
aprecia por la comparacién de las dos fotografias
siguientes con las del control.

. En primer lugar, la cdpsula se encuentra muy
disminuida en su consistencia, habiendo desapare-
cido en algunas zonas.

En segundo lugar, el material que por condensa
~cién formaba el pirenoide, ha desaparecido también,
o se encuentra disminuido y muy modificado respec
to a su apariencia normal. Asi mismo, las lamelas

k_del cloroplasto no se visualizan.

Negativo n® 11.407.

. Aumento inicial 23,000,

 Aumento final 80.500.
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Fot. 10.- Fotograffa electrénica de una seccién de Chlamydo-
o - 'monas tratada con el detergente Fenoﬁén T77, en
la que se observa en algunas zonas la gran dismi-
~nucién y completa desaparicién en otras, del mate
rial de la cipsula. En el interior se ha produci-
do una considerable destruccién de las estructuras
membranosas, de forma que en el centro de la mis-
ma aparece un drea extensa y homogénea de muy di-
ficil enfoque, a pesar de los diversos intentos
de objetivar en ella. alguna estructura. Esta zo-
na central, de aspecto lechoso y desenfocado, es-
t4d en continuidad con un material periférico me-
nos modificado de aspecto granular que no recuer-
da en nada a la fina organizacidn del meterial
~testigo. En el polo superior observamos el nicleo,
- que por su aspecto granular y carencia de delimi-
tacién, da la impresidén de tener destruida su mem
brana. Estos resultados coinciden con los descri-
tos por NEWTON en sus estudios sobre agentes modi
ficadores de la tensién superficial.
Negativo n° 11.406. |
. Aumento inicial 17.000.
° Aumento final 76.500.
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Fot. 11.- Fotografia electrdnica parondmica de una seccién
de Chlamydomonas tratada por el detergenfe Dobane
JNQ (sodiun-sulfonato con cadenas alquflicas con

nlicleos bencénicos).

Lo mds llamativo de los resultados obtenidos
cdn este producto es que las lamelas no se visua-
lizan, coincidiendo este hecho con la descripcién
bisica de la funcidn del producto tensoactivo, el

" cual baja la densidad de la membrana. Incluso aque
llas estructuras dependientes de la membrana celu
.lar, como es la cdpsula, se encuentra practicamen
te desaparecida, dando la impresidn de que estas
células quedan desnudas en el fijador empleado.
S6lo se observa un fino material granular que cree

" mos constituye el producto final de la reaccidn
solubilizante de las membranas.

Negativo n° 12,103,
Aumento inicial 6,000,
Aumento final 20.400,
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 Fot. 12,- Fotograffa glectrdnica de Chlamydomonas en fase
de biparticién en la que se reconoce bien la zona
que dcupa el cloroplasto, cuyas membranas se han

solubilizado y que en el centro contiene el pire-
noide y el resto del citoplasto rico en material
granular de carécter:prédominantemente ribosdmico,
si se compara con las fotografias control. (Dobane}
Negativo n° 12,102,

Aumento inicial 6.000,

‘Aumento final 21,000,
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Fot. 13.- Fotograffa electrénica de una ¢ >ccién de Chlamydo-
monas tratadas con DS4499 (condensado del dodecil-
-alcohol, con 9,5 moles de Sxido de etileno). El
aspecto de la ultraestructura de estas célulaé es
completamente distinto del que ofrecen las trata-
‘dis con otros detergentes anteriormente descritos.
- En primer lugar, no se ha producido una comple-
ta solubilizacidén de la estructura de las membra-
nas que en algunas zonas, incluso en la parte més
céntrica, aparecen aiin formando acimulos de lame-
las paralelas.

En segundo lugar, este detergente tiene un cla-
ro efecto vacuolizante que se manifiesta no por
los espacios vacios sin membrana que también obser

- vdbamos en las células tratadas en otros detergen-
tes, sino sobre todo en las vacuolas con membranas
tipicas y conteniendo material homogéneo de media-
na densidad. Estas vacuolas, de material poco den-
so al paso de los electrones, son de distintos ta-
manos, algunos tan pequefios que semejan gotitas en
las que progresivamente se van solubilizando los
materiales que contienen.

Negativo n° 12.071.
Aumento inicial 6.000
Aumento final 30.000,
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' Fot. 14,- Fotografia elegtrénica a mayor aumento de parte
de una Chlamydomona tratada con DS, en l:¢: que se
observan periféricamente, numerosas vacuclas de

maferial poco denso reconociéndose la zora de ci-
toplasma ocupada por el cloroplasto, con su dispg
' sicibn reticular y en la que adn quedan algunas .
membranas sin solubilizar. |

Negativo n° 12,067,

Aumento inicial 6.000.

Aumento final 21.000.
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Fot. 15.- Fotograffa electrdnica de una seccidn de Chlamydo-
: mbnas~tratada con el detergentevSDS (sodium-dode-

cil-sulfato). Constituye este grupo de resultados
las modificaciones ultraestructurales menos intere
santes que hemos observado bajo el tratamiento de
detergentes. En efecto, en la figura 15 pueden ob-
servarse gran nimero de membranas con la tipica
disposicién en lamelas paralelas, que lnicamente
en algunas zonas, casi siempre entre grupos veci-
nos, se difuminan o lo que es lo mismo s6lo en par
te se solubilizan, semejando zonas mds homogéneas.
Otros organoides como el nieleo, ribosomas, etc,
no aparecen modificados. La cdpsula no se visuali-
za, quedando, por tanto, el citoplasma prdcticamen
te desprotegido.
Negativo n°® 11,428,
Aumento inicial 6.000,.
Aumento final 25.200.
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Fot. 16,- Fotografia electrdnica de una seccidén de Chlamz—
’ domonas oblonga tratadas con el detergente Lissa-
- pol SNXP (condensado de nonilfenol con 9,5 moles
| de dSxido de etileno). La ultraestructura de las

Chlamydomonas se encuentra ain mds modificada

que en las tratadas por Fenopén. Obsérvese como a
mds de la desaparicién casi completa del material
de la cdpsula, en la 1nterlor se ha producido una
casi completa homogen1zac1on del material membra-
noso, que forma la mayor parte de la supPerficie
cortada y mds hacia el centro, formando un anillo
de gruesa pared, aparece el material de reserva
también homogenizado y de densidad superior al de
la pared.

Negativo n°® 12,105,

Aumento inicial 18,000.

Aumento final 72.000.
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Fot, 17.- Fotograffa electrfnica de una seccifn de Chlamydo-
~ monas oblonga tratadas con el herbicida Diquat
(1,1'-dimetil, 2,2' dibromido dipiridilo).
Las modificaciones ultraestructurales mds impor

tantes observables, se relacionan de modo mds inten
so con la matriz citoplasmdtica que propiamente con
el cloroplasto que aunque en algunas fotografias, ’
como después veremos, se encuentra alterado, en
contraste con los detergentes, no son propiamente
las membranas del cloroplasto los sitios preferen-
tes de localizacién de la actividad del herbicida.
Obsérvese que sdlo se visualizan estructuras re
siduales de procesos dé tipo litico; esto es, no
existen ni ribosomas ni organizaciénbde membranas
de ningdn tipo, prdcticamente sin aclimulos de mate
rial de reserva. Se reconoce muy bien el cloroplas
to con el pirenoide en situacidén central y que a
diferencia con los resultados obtenidos por los
tratamientos de detergentes, se observan en el mis
mo varias zonas en consonancia con sus distintos
. componentes bioquimicos.
Negativo n° 11.052,
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 24,000,
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Fot, 18.- Fotograffa electrénica de una seccién de Chlamydo-
‘monas. Lo mds interesante de esta fotograffa es la
buena visualizacién de la estructura de las membra
nas que forman las lamelas del cloroplasto. En efec
to, puede muy bien seguirse las lfneas que consti-
tuyen la estructura de la membrana con las infle;
xiones que éstas experimentan, para constituir per
fectos fondos de saco, a los que se les puede apli
car en sentido peyorativo, el nombre de tilacoides,
en los que en alglin caso se observa algdin material
acumulado en su interior. Creemos que la razdn de
la perfecta visualizacidén de estas membranas se de
be a que, como veniamos estudiando en la fotogra-
.ffa 17, los herbicidas no actidan intensamente so-
bre las membranas debido, muy probablemente, a que
‘destruyen u homogenizan el material que se dispone
en las citadas membranas, con lo cual aumenta el
contraste y osmofilia de éstas. En el pirenoide
puede también notarse la casi perfecta visualiza-
cién de algunas de las membranas que lo unfan o
contindan uniendo al resto del cloroplasto.
Negativo n° 11,181,
Aumento inicial 18.000,
Aumento final 63.000.
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- Fot, 19.- Fotografia electrdnica de una seccién de Chlamy-
domonas tratada con el herbicida Paraquat (1,1"-
-dimefil—u;ui-catién dipiridilo). La observacién
rédpida y esquemitica de los resultados aobtenidos
con el Diquat y los que corresponden al Paraquat,
muestran en principio, una gran similitud, hecho
que estd en consonancia con el gran parecido en
cuanto a la composicidén quimica de ambos herbici-
das (sales de bipiridilo).

En esta figura es llamativo el gran espacio va
cio existente en torné al pirenoide, que sugiere
algin efecto tensoactivo sobre sus materiales de
reserva.

Las lamelas del cloroplasto estdn en gran par-
te bien conservadas y en el citoplasma el material
granular aparece poco modificado, habiéndose pro-
ducido vacuolas con material osmiéfilo de desecho
en su interior.

Negativo n°® 11.557.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 28.200.
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Fot. 20.- Fotograffa electrdnica de una seccidén de Chlamydo-

’ monas tratada con Paracuat, en la que al igual que
observamos en la fotograffa anterior, se visualizan
muy bien las membranas que agrupadas forman 1asAt§
picas lamelas. En la‘parte superior, se observa

" asimismo el ndcleo, muy bien conservado con espa-
cio perinuclear visible, aunque sus correspondien-
tes membranas estén poco conservadas. Resulta cu-
riosa la resistencia de las membranas del cloroplasg
to a la accidén del medio quimico empleado, en con-
traste con la casi desaparicién de las demis membra
nas citoplasmdticas que se observan en la figura
20, Entre las lamelas y en el citoplasma se apre-

- cian midltiples granos, en gran parte ribosémicos,
de estructura casi normal. También, junto al nicleo,
se observa una zona vacuolizada que muestra en su
interior material osmiéfilo de proteinas caracte-
risticas de desecho.

Negativo n® 11,559,
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 63.000.
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Fot. 21.- Fotograffa electrdnica de una seccidn de Chlamy-
' ~ domonas tratada por el herbicida Trioxone (2,4,5-
-Triclorofenoxiacético).

En primer lugar, se observa la buena conserva-
¢ién de las cdpsulas similares a la normal estruc
tura observada en las fotograffas de control. En
el interior, el cloroplasto aparece modificado en
su normal disposicién porque entre los aciimulos
de membranas se han producido unas zonas de vacuo
lizacidén, conteniendo un material semiduro en su
interior, que progresivamente van creciendo y re-
chazando por hinchamiento a las estructuras mem-
‘branosas. Este hecho se observa aiin mejor en la
fotografia anterior en las que estas zonas de va-
cuolizacidn estdn progresivamente mds desarrolla-
das.

En la figura 21 debemos distinguir las altera-
ciones por vacuolizacidn que produce el Trioxone,
de los espacios vacios, propios del cloroplasto,
que observdbamos bien en las fotografias del con-
trol y que constituyen un cardcter normal de la
disposicidn reticulada de sus lamelas, Estas 4reas
vacias del reticulo de las lamelas son numerosas
mientras que en la fotografia anterior son menos
numerosas y extensas que el de las vacuolas. Des-
tacamos,ademis,como detalle morfolégico interesan
te,el que estas vacuolas,de material poco denso,
‘tienen diferenciada una membrana mediante la cual
se relacionan con el resto de las estructuras mem
branosas del cloroplasto.

Negativo n® 11.567.
Aumento inicial 6,000,
Aumento final 25.200.
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Fot, 22,- Fotbgraffa electrénica en la que se hace un estu-
 dio comparativo con respecto a la figura anterior,
Observamos que en la fotografia 21 se visualiza
muy bien el pirenoidé y la extensa drea de retrac-
cién que lo circunda, mientras que en ésta toda la
superficie del corte estd ocupada por el cloroplas

to y el citoplasma circundante muy modificado.
La‘cépsula se continda observando muy bien, por
lo que creemos que estd poco modificada.
Negativo n° 11,568,
- Aumento inicial 18,000,
Aumento final 72.000.
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Fot, :23.- Fotografia electrénica de una seccién de Chlamydo-
monas tratada por el herbicida Hyvarx (5 bromo-3-
-sec-butil-, 6-metil-uracil), que actda cci.3 vene-
no celular produciendo grandes destrucciones de la
célula, tanto a nivel del cloroplasto como sobre
la matriz citoplasmitica. .

Puede reconocerse muy bien que, mds que la alte
racién de las membranas, el efecto producido es la
densificacién del material interlamelar, aparecien
do densamente tefiido. En el nidcleo la cromatina es
td desdibujada debido a su alteraciédn,

Negativo n°® 11,864,
Aumento inicial 18,000,
Aumento final 72.000.
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Fot., 24,- Pdtograffa'electrShica de una secciébn de Chlamydd-
monas en lé»que se observa un detalle de las lame-
las del cloroplasto todavia visibles. Asf mismo a’
la izquierda de la célula aparece una zona margi-
nal del citoplasma no alterada. La cdpsula, aunque
disminuida en grosor, estd aln presente. Hay una

‘ gran drea redondeada de la que parten lamelas y en
cuyo centro destaca un gran'acﬁmulo de material os
miéfilo, quizd material de destruccidn, provodado
por la substancia empleada.

Negativo n° 11,865,
Aumento inicial 18.000,
~ Aumento final 72.000.
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Fot..25.4 Fotografia electrénica de una seccién de Chlamy-
domonas tratadas con el herbicida Lorox: -3-(3,4-
-diclorofenil)-1-metoxi-1-metilurea. Este herbici
da que actda sobre la segunda fase del ciclo lumi
nico de la fotosintesis, produce sobre la matriz
citoplasmidtica de estos protozoos una considera-
ble alteracién, mientras que las membranas del
cloroplasto se conservan casi Integramente. Sélc
,én algunas'zonas, como la correspondiente al polo
inferior de esta figura, presentan algunas membra
nas destruidas. El pirenoide estd bien conservado,
aunque el espacio claro situado a su alrededor
aparece en parte ocupado por las sustancias de 1la
matriz citoplasmdtica destruida. En el polo supe-
rior se observa bien el nicleo que muestra dos
~dreas vacfas, posiblemente correspondientes al nu
‘cleolo, que ha sido destruido en su componente ri
bonucleico; esto es, aparece una imagen como de
negativo del nucleolo.
Negativo n°® 11.890.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 22.200.
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Fot. 26.- Fotograffa electrdnica a gran aumento de una zona

de Chlamydomonas en la que observamos grupos de

' membranas paralelas que en un extremo se encurvan
y confluyen radialmente en una zona pequefia redon
deada de material lipoideo. En el resto, la ma-
triz éit0p1asmética se muestra muy alterada.
Negativo n°® 11,884, ‘
‘Aumento inicial 18.000.

Aumento final 72.000.
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Fot. 27,- FPotografia electrénicé-de una seccidén de Chlamy-
domonas tpatada'por;el herbicida Karmex = 3-(3,4-
-diclorofenil)-l,1~dimetilurea; El efecto de este
herbicida produce uha destruccién mucho més inten
sa en la‘célula, tahto a nivel citoplasmitico, co
mo sobre el sistema| de membranas del cloroplasto.
Esta destruccidén se acompafia de una vacuolizacidn
con formacién de material homogéneo de mediana
densidad, en el que'parecen flotar los restos del
material destruido probablemente no solubles en
el mismo. Salvo la cdpsula que apérece medianamen

te conservada en el interior de estas Chlamydomo-

nas, no se reconoce estructura alguna que recuer
de el patrdén normal, Incluso por las intensas mo-
dificaciones de la estructura normal de estas cé-
lulas provocadas por el Karmex, la consistencia
fisica se modifica presentando gran resistencia
al hacer secciones por el ultramicrétomo. Asimis-
mo dificilmente se observan células completas.
Negativo n° 11.891.

Aumento inicial 6.000.

Aumento final 26.400,
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Fot. 28.-.Fotograffa electrénica de distintas secciones de
Chlamydomonas tratadas por el herbicida Karmex que
ratifican lo expuesto en la descripcién de la foto

graffa 27.

_~NegatiVo n°.11.892.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 26.400.
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Fot. 29.- Potografia electrénica de una seccidén de Chlamydo-
monas tratadaé‘con‘el herbicida Simazina = -2-clo-
ro-4,6-bis (etilamino)-s-triazina. Las alteracio-

" nes que provoca esté,suStancia se localizan tanto
en el cloroplasto como en la matriz citoplasmatica.
En el cloroplasto, alguno de los campos de la es-
tructura de 1as membranas que fbrman lasklamelas,
se encuentfan, al menos, parcialmente destruidos,
continuidad. de la estructura de las lineas mediana
mente densas que los forman. Este es un aspecto ul
traestructural que consideramos tipico de la accién .
de este herbicida.

La matriz interlamelar aparece en este caso tam
bién modificada, en el sentido de que no muestra
apenas campo granular. El citoplasma marginal si-
.tuado por fuera del cloroplasto aparece modificado
menos intensamente que las membranas.

Negativo n° 11.981.

Aumento inicial 72 mA.
Aumento final x 3,7.
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Fot. 30.- Fotografia electrénica de otra seccidn de Chlamy-
' ~ domonas ,tratadas con el mismo antibioldgico que
las anteriobes, en la que la destruccién y homoge
nizacién de la membrana de cloroplasto es mds in-
tensa que en los casos anteriores, pero teniendo
una intensa densidad probablemente fundamentada
en su osmiofilia. En el citoplasma se observan tam
.bién dos vacuolas de caracteres parecidos a los
de la figura 29. Asimismo se aprecian algunas zo-
nas de citoplasma con material granular sélo me-
dianamente modificado.
Negativo n°® 11.974,
Aumento inicial 62 mA.
Aumento final x 4,3.
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Fot..31;- Fotograffa electrdnica de una seccién de Chlamy-
~ domonas, tratadas con el herbicida Atrazina =(-2-
cloro-uéetilamino—6-isopropilamina—s-trizaina).
' El efecto de estas sustahcias se manifiesta
con respecto al citoplasma en una intensa solubi
~lizacién de las membranas, mis intensa en lo que
respecta a las nucleares y por la produccidén de
zonas de solubilizacidn de sustancias, tipo vacuo
las, aunque sin membrana, que cuando estdn situa-
das cerca de la periferia rompen su pared, vacian
- do su contenido hacia el exterior.
| Negativo n° 11.961. -
Aumento inicial 6.000,
Aumento final 27.000.
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Fot. 32.- Fotograffa electrdnica a mayores aumentos de par-
te de una Chlamydomona tratada con Atrazina,al ob
jeto de observar la ultraestructura del pirenoide
'y su Intima relacidén con las membranas del cloro-

plasto vecino.

Negativo n° 11,972.
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 95.400.
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V.5. COMPROBACION FUNCIONAL DE LAS MODIFICACIONES ULTRAES-
TRUCTURALES ENCONTRADAS POR MICROSCOPIA ELECinoNitn,

En los estudlos realizados sobre la ultraestructura de
Chlamydomonas oblonga, hemos visto la acusada accién de los

herbicidas y detergentes elegidos sobre los distintos compo
nentes celulares, especialmente sobre los sistemas de mem-
branas (nuclear, celular, lamelar) y matriz citoplasmdtica.
Por otro lado, en el capitulo V.2, se resefian los resulta-
dos obtenidos por espectrofotometria en relacidn con la
accidn de estos antibioldgicos sobre los pigmentos detecta-
dos en los controles.

Muchos herbicidas modernos actéian como fotocompetidores,
inhibiendo la fotosintesis y provocando la muerte por cloro’
sis, i

La accidén de los herbicidas bipiridilicos "Diquat" y "Pa
raquat", (descubiertos en los Laboratorios de Jealott's Hill,
1950-59), se debe a que actidan como radicales libres disuel
tos en el agua, los cuales interfieren el metabolismo de
los seres fotosintéticos, cuya muerte ripida es ocasionada
por sustancias tdxicas producidas como reaccién natural en
la planta, DODGE (1970).

Ya en 1933, MICHAELIS y HILL, demostraron que la adicién
de un electrdn a estas sales producia radicales libres esta
bles e inestables, intensamente coloreados,

La rapidez de la fotoactividad herbicida del Paraquat
despertS gran interés por su mecanismo de accién.

La accién herbicida de las sales cuaternarias de bipiri-
dilo es compleja. HOMER (1960) constata que en sf no son té
xicas, pero llegan a serlo por reduccién de sus radicales
-libres. Este proceso envuelve la adicién a la molécula de
un electrén_y la pérdida de una carga positiva. El electrén
captado es libre de jugar una u otra posicidén y la facili-
dad de reduccidén del compuesto. estd relacionada con el ni-
mero de posicionesque dicho electrén pueda ocupar siendo md
xima cuando ‘los dos anillos estén en el mismo plano y los
dos electrones asociados libremente intercambiables.
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La accién herbicida de estas sales por reduccién a radi-
cales libres dentro de la plénta estd ligada a los procesos
fotosintéticos y respiratorios.

La aplicacién de sales de Diquat y Paraquat produce la
'vépida muerte de un gran nimero de plantas expuestas a la
luz. La destruccidn también se produce,aunque mis Ientamen-
te, en la oscuridad. La tensidn del oxigeno juega un impor-
tante papel en la formacién de radicales libres y téxicos.
Las (ltimas investigaciones parecen demostrar que dichas sa
les producen radicales libres del tipo perdxido,a partir
del agua en presencia de oxigeno siendo los agentes tdxicos.
La causa de la muerte de los seres con clorofila, tratados
con esta sustancia, se debe a que estos radicales degradan
.las proteinas a otras macromoléculas en el protoplasma ce-
lular.

Cuando se inhibidé la fotosintesis por herbicidas deriva-
dos de la urea, MEES (1960) vio que la accidn del Monurén
retardaba considerablemente la rapidez con que el Diquat ma
taba a las hierbas.

Es sabido que el Monurdén inhibe la fotosintesis al blo-
quear el flujo de los electrones, procedentes de la fotdli-
sis del agua, hacia los cloroplastos, como se observa en el
esquema,tomado del trabajo de DODGE (1970)

NADP I6n bipiridilo
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£
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Segin este autor, el modo de accidn de los herbicidas a
base de biﬁiridilostaraquat‘y Diquat, impidiendo la reduc-
cién del NADP a NADPH y la fosforilacién del ADP a ATP, com
puestos necesarios para la incorporacién del COQ.JAGENDORF
'y MARGULIES (1960) experimentalmente observaron con cloro-
plastos aislados que la reduccidn de NADP se inhibfa progre
sivamente con el aumento de la concentracidn del ﬁerbicida,
mientras que no habfa inhibicién ni de la fosforilacidn fo-
tosintética, ni de la reduccidn de ferrocianuro potdsico,
aceptor artificial de electrones, ZWEIG, SHAVIT y AVRON
€1965). Esta Ultima reduccidn resulta fuertemente inhibida
por Monurdn, precisamente en algiln punto de la cadena de
transporte de electrones, entre el aceptor primario de ellos
en Fotosistema II (coen. Q) y el Fotosistema I. AVRON y BEN-
-HAYYIM (1969).

Iluminando en condiciones totalmente anaerobias, MITZUI,
PANEQUE y ARNON (1963), demostraron la reduccidn del Para-
.quat por cloroplastos aislados. Para evitar el desprendi-
miento de oxigeno cuando se iluminan los cloroplastos, se
puede sustituir el fotosistema II por un donador de electro
nes, como el DPIP (2,6-diclorofenol indofenol), mantenido
en estado reducido por cisteina o ascorbato. La reduccidn
cuantitativa del Paraquat se manifestaba por un incremento
de la D.0. a 650 mp, al irse acumulando el radical libre Pa
raquat. Al penetrar el aire en el tubo de reaccién, tras un
periodo de reduccidén, se produce reoxidacién inmediata.

Estos experimentos sugieren que los herbicidas compitan,
por captar el flujo de electrones del aceptor primario del
fotosistema I.

El proceso de interaccién de los derivados de bipiridilo
con el transporte de electrones en los cloroplastos se pue-
de resumir:

() ., Ferredoxina + Ferredoxin NADP -+ NADP
> Fot. I »> reductasa

Sustancia reductora
de la ferredoxina

\‘iSn bipiridilo
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siendo "x" en la naturaleza una sustancia aislada por YOCWM
y SAN PIETRO (1969), ‘

MEES apuntd la importancia de la reoxidacién instantdnea
de las sales bipiridilo, en la actividad herbicida al obser
var que la accién letal de estas sales sufrfa un considera-
ble retardo cuando la materié‘vegetal tratada se iluminaba
«ii itmésfera de nitrégeno. DAVENPORT (1963) mostrd que el
Diquat sufria una reoxidacidén instantdnea y producia perdxi
do de hidrégeno.

Esto sugiere quelas dosis cataliticas de herbicidas piri
dilicos,presentes en el cloroplasto, sufren una reduccién y
una oxidacidén rdpidas, que representaremos por el esquema:

X Bipiridilo

Flujo ’“‘\\\ //%gs oxidado \\\ reducido \\\ 02
electrdnico del'@ | .
reducido ///\\\Plplrldlle///\\\H202

fotosistema I \\ X
ng oxidado

El papel primario de un herbicida, como demuestran los
experimentos realizados en remolacha azucarera, por PARK
(1964) y en cotiledones de lino, por HARRIS y DODGE con Pa-
raquat, se manifiesta por un declinar casi inmediato en la
absorcién fotosintética del Co, vy una inactivacidén completa
a las 5 horas de iluminacién, lo que concuerda con una in- :
. terferencia directa de la reduccién del NADP en los cloro-
.plastos. Si el perdxido de hidrégeno se produce dentro del
cloroplasto como resultado de la oxidacién del bipiridilo,
se deberd a la cantidad de catalasa suficiente para causar
" su rdpida descomposicién y detoxicacidén. Gran parte de la
actividad de‘la catalasa de los vegetales estd localizada
en los peroxisomas y glicoxisomas extracloropldsticos.

- HEATH y PACKER (1968) encontraron una peroxidasa ciclica
fotoinducida en cloroplastos aislados de espinacas, obser-
vando no sélo la decoloracidn de la clorofila y agotamiento
del 0,, sino también la formacién del aldehido malénico, re
- _sultante de la descomposicién de los hidroperéxidos de los
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dcidos grasos tri-insaturados. Una reaccién en cadena ini-
ciada por los radicales libres, serfa la causa de la ruptd—
ra de los 4cidos grasos no saturados en los cloroplastos y
membranas celulares, ilevéndolos gradualmente a su destruc-
¢1én y a la formacién del dialdehido malénico. El fendmeno
es quizd similar al producido por el envejecimiento natural
de los seres con clorofila. _

Los derivados de la urea ejercen su accidn herbicida al
influir sobre los procesés fotosintéticos de 1las plahtas.
WESSELS y VAN DER VEEN (1956) afirman que estos compuestos
inhiben la fase luminica de la fotosintesis, A

COOKE (1956) demostré que una suspensién de cloroplastos
de hojas.de espinaca (107% M) de Monurén inhibfan totalmen-
te la fot8lisis de los cloroplastos en el agua, calculdndo-
se que una molécula de dicho herbicida inhibfa la actividad
fotosintética de 125 moléculas de clorofila.

MINSHALL (1960) apunta una disminucidén en la produccidn
de carbohidratos y sugiere que en ello reside la accidn té-
xica de estos compuestos, ya que privan a la planta de ali-
mentos y energia. DUYSENS (1961) estudia la accidén herbici-
da de Diurdén y postula que dos de los sistemas pigmentarios
estdn implicados en la oxidacién de citocromos. Asi la 1luz
a 650 mp oxida los citocromos, mientras que a 550 mp los re
_duce. Se vio, sin embargo, que 107 ® moles de Diurdn lo inhi
bfan a 560 mp y en su lugar, se producfa una reaccidn de
oxidacién. PREVOST (1958) demostrdé que el Monurdn penetra
en las mitocondrias hinchdndolas y retorciéndolas.

Las Triazinas estudiadas por EXER (1958) y MORELAND
(1959) influyen en la actividad fotoquimica de los cloro-
plastos inhibiendo 1la reaccién de HILL. También,aunque con
menos valor,se observd la alteracidn de los procesos mitdti
cos. RUDENBERG (1955) observé como decrecfa el nimero de cé
lulas mostrando una metafase, anafase y telofase normales,
en semillas de Vicia faba, la cual absorbe los herbicidas

por la raiz, actuando en ella como esterilizantes,
Basdndonos en los precedentes datos bibliogrdficos, en
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los aportados por VERNON y ZAUGG (1960), para caracterizar
la reaccién de HILL mediante el ascorbato-DPIP, que fotorre
duce el NADP, y en los trabajos de GORMAN y LEVINE (1965)
en un mutante de Chlamydomonas, capaz de reducir el NADP

con as¢orbato-DPIP, que actda entre el citocromo f y el Fo-
tosistema I, hemos usado esta sal "DPIP" como aceptor de
protones y electrones originados en la fotblisis del agua.

Si el DPIP no es reducido (teniendo en cuenta que actia
en el fotosistema II), es decir, no restablece la cadena
vectora de electrones, es porque ha habido interferencia en
la fotdlisis del agua.

El proceso para restablecer dicha corriente de electro-
nes, lo expresamos esquemidticamente como sigue:

1°) Fotdlisis del agua

4H,0 — 4H' + 4 OH
luz be + 4(OH)
2H,0 + 0,

Los cuatro electrones irdn a reducir al DPIP en el Foto-
sistema II, restableciendo la cadena de electrones, como a
continuacién se indica: '

20)

OH OH

oYY

h(H) = UH* + he-

il | |

i : if | I :

:0° :0: -0: -0:
H H H
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Utilizando DPIP como donador de electrones seglin nuestros
métodos observamos una marcada inhibicidn de la rcaic.i3n de
HILL, por. los antibiolégicos empleados, segiin se expresa en

las siguientes grdficas.
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'Flg. 25.- Comprobacidén de la reaccidén de HILL en medio con-

trol conteniendo Chlamydomonas oblonga, utilizan-

do el DPIP como aceptor de H* y e-.
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Fig. 26.- Comprobacién de la reaccidn de HILL en medio con

Fenopén, conteniendo Chlamydomonas oblohga, uti-

. lizando el DPIP como aceptor de Ht y e-.
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Fig. 27.- Comprobacidon de la reaccién de HILL en medio con

Lissapol, conteniendo Chlamydomonas oblonga, uti

lizando el DPIP como aceptor de Ht y e~.
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Fig, 28.- Comprobacidn de la reaccidn de HILL en medio con

Dobane, contgniendo'Chlamydomonas oblonga, utili

zando el DPIP como aceptor de Ht y e~.
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Fig. 29.- Comprobacidn de la reaccidn de HILL en medic can
DS 4499, conteniendo Chlamydomonas oblonga, uti-

lizando el DPIP como aceptor de H* y e~.
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Fig, 30.- Comprobaclén de la reaccién de HILL en medio con
' $DS, conteniendo Chlamydomonas oblonga, utilizan

do el DPIP como aceptor de H* y e~.
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Fig. 31.- Comprobacién de la reaccién de HILL en medio con

Diquat, conteniendo Chlamydomonas oblonga, utili

zando el DPIP como aceptor de HY y e~,
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Fig. 32.- Comprobacidn de la reaccién de HILL en medio con

Paraquat, conteniendo Chlamydomonas oblonga, utl

lizando el DPIP como aceptor de H* y e-.
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_Fig, 33.- COMprobaclén de la reaccidén de HILL en medio con

Trioxone, conteniendo Chlamydomonas oblonga, uti

lizando el DPIP como aceptor de HY y e-,
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Flg, 34.- Comprobacién de 'a reaccién de HILL en medio con
Hyvarx, conteniendo Chlamydomonas oblonga, utili

zando el DPIP como aceptor de Ht y e-,



- 227 -

DO, (650 mp)

Lorox
N 10 5 2 5 min,

tiqg. 35.- Comprobacién de la reaccién de HiILL en medio con
Lorox, conteniendo Chlamydomonas oblonga, utili-

zando e} DPIP como aceptor de H* y e~.
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fig. 36.- Comprobacién de la reaccidn de HILL en medio con
Karmex, conteniendo Chlamydomonas oblonga, utili

zando el DPIP como aceptor de HY y e”.
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Fig. 37.- Comprobacidén de la reaccién de HILL en medio con
Simacina, conteniendo Chlamydomonas oblonga, uti

lizando el DPIP como aceptor de HY y e-.
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Fiy. 38.- Comprobacién de la reaccién de HILL en medio con

Atracina, conteniendo Chlamydomonas oblonga, uti

lizando el DPIP como aceptor de H* y e-.



VI, CONCLUSIONES

1.- En el estudio de los controles del Protozoo, Chlamy-
-domonas oblonga, hemos encontrado los siguientes resultados:

a) Crecimiento.- Las condiciones éptimas para alcanzar
la curva logaritmica, venciendo la prolongada latencia ini-
cial, se lograron con el medio Proteosa-PePtona, pH 6,5,
28°C e iluminacién constante. De este modo encontramos cre-
cimiento a las 24 horas, alcanzando su miximo a los 11 dias

de cultivo.

b) Pigmentos.- Los pigmentos encontrados por cromatogra-
fia en capa fina, siguiendo el método de STAHC y BURT, que
da directamente el pigmento correspondiente a cada Rf y por
el método de HOLDER, por cromatograffa en capa fina y espec-
trofotometria de cada uno de los pigmentos separados, fueron:

92
96

Clorofila a.- Maximos: 410, 420, 660.- Rf
Clorofila b.,- Maximos: 435, 465, 595.- Rf
g-caroteno.- Maximos: 455, 482.- Rf 100
Violaxantina.- Miximos: 540, 620, 670, 715,- Rf = 65

Se separaron otros tres pigmentos m&s, no bien identifi-
cados, y que quizé corresponda a Neoxantina y Lutelna y

a-caroteno.

¢) Ultraestructura.- Ultraestructuralmente, Chlamydomo=-

nas oblonga, fijada en glutaraldehido al 3% y postfijada en

Tetréxido de Osmio al 2%, presenta forma ovoide con’una mem
brana celular, rodeada por otra celulésica.y por una clpsu-
la externa.
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En el tercio anterior se encuentra el nicleo, contenien-
do un gran nucleolo, cromatina ordenada en cfrculos.y una
doble'membrana con poros irregulares y abundante ARN perinu
clear. Prdximas al ndcleo, y en hundimientos del cloroplas-
~to, se encuentran las mitocondrias. Aparato de GOLGI préxi-
mo al nicleo, formado por un dictiosoma constituido por cin
co cisternas cuyos extremos aparecen dilatados en forma de
vesiculas. Retfculo endopldsmico formado por escasas membra
nas alargadas, paralelamente dispuesto a la concavidad del
cloroplasto, que presentan ribosomas adosades y fragmentos
dispersos de reticulo endoplasmitico rugoso.

Un voluminoso cloroplasto, que ocupa los dos tercios del
citoplasma con forma de copa, consta de discos de una u de
didmetro, que representan la unidad bdsica estructural de
dicho cloroplasto; cada uno estd formado por dos membranas
unidas en sus extremos, que se comportan como membranas ti-
lacoidales, con zonas de mayor condensacidén, que recuerdan
a los grana. La disposicién de las lamelas es muy caracte-
ristica, formando circulos incompletos de grupos de membra-
nas paralelas, en torno a granos de almidén u otros produc-
tos de sintesis de tipo lipidico.

El sistema lamelar estd embebido en unc matriz de baja
densidad que contiene ademis granos de almidén y un pirenoi
de no lamelar en el centro del cloroplasto, funcionalmente
ligado a la sintesis del almidén, conteniendo tdbulos que
conectan con las lamelas mediante puentes membranosos,

En el extremo del cloroplasto se encuentra un estigma.

En las vecindades del pirenoide y con aspecto de microfi
" brillas hay actmulos de ADN. '

d)- Reaccidn de HILL al hervir el medio control contenien
do Chlamydomonas.- Si se introduce un receptor artificial

de protones y electrones el DPIP restablece la cadena vecto
ra de protones y electrones interrumpida.

2,- Las modificaciones producidas por la accidn de deter

gentes son las siguientes:



a) Hay una marcada inhibicién del crecimiento desde 100
PPM coﬁ besPecto al control, y en caso concreto del Fenopén
y Lissapol ya desde 10 ppm. La proporcién de 1000 ppm resul
ta letalen todos los casos. Estos efectos se atribuyen al’
gran poder tensoactivo.

b) A las 48 horas de ser tratadas por los detergentes a
la concentracién de 100 ppm las Chlamydomonas entran en clo-

rosis por la desaparicién de las clorofilas y marcado descen
so del B-caroteno.

c) Con el tratamiento con Fenopdn disminuye la consisten-
cia de las cdpsulas, que desaparecen en determinadas zonas.
El pirenoide se retrae y acaba por desaparecer. No se visua-
lizan lamelas, ya que se origina una gran destruccidn del
sistema de membranas.

El Lissapol modifica aln mids intensamente la ultraestruc
tura de estos Protozoos, ya que produce la casi completa ho
mogenizacién del material inférno, con la consiguiente 1li-
sis de los organoides citoplasmdticos.

El Dovane actiia rebajando la densidad de las membranas,
por lo que no se visualizan las lamelas. La cdpsula desapa-
rece, dando 1la impresiénvde células desnudas. S8lo se apre-
cia un producto granular; resultante quizd de la reaccién
solubilizante de las membranas. En contraposicién con los
detergentes antes menciohados, la accidén de éste no inter-
fiere sobre el pirenoide.

El DSu499, produce modificaciones estructurales distin-
tas a las anteriores, ya que no se solubilizan las estructu
ras de membranas, permaneciendo presentes en determinados
lugares acimulos de lamelas paralelas y por el claro efecto
vacuolizante sobre el citoplasma, ya que se encuentran vacuo
las con tipicas membranas, conteniendo en su interior mate-
rial poco denso y en diversos estados de desarrollo.

El SDS, es el que produce modificaciones menos intensas
en la ultraestructura de Chlamydomonas, apareciendo el pire

noide disminuido de tamafio, una zona marginal rica en ribo-

somas y cierta lisis de las membranas.
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d) El DPIP no es reducido, 1o que prueba la inhibicidén
de la fotdlisis del agua bajo la accidn de los detecrgentes,
Sa;vo en el caso del.Fen0p6n,ya que su efecto debe de tener
lugar en la cadena de citocromos del Fotosistema II,'como

se hace patente por el retraso en la aparicidén de clorosis,

3.~ Cuando se anaden al medio distintas concentraciones

de herbicidas las modificaciones encontradas son:

a) Los herbicidas derivados de sales de bipiridilo dismi
nuyen sensiblemente el crecimiento a las concentraciones
comprendidas entre 10 y 100 ppm, resultando letales a par-
tir de esta dltima concentracidn.

Los derivados no nitrogenados fenoxiacéticos. estimulan,
en principio, su crecimiento, comportdndose como una auxina
pero con un posterior efecto letal cuando las concentracio-
nes son de 100 a 1000 ppm, debidas a agotamiento respirato-
rio, formacién de materiales téxicos y activacién del meta-

- bolismo del fésforo. )

Los derivados bromados, como el Hyvarx, actidan sobre el
crecimiento a distintas concentraciones paralelamente a los
controles durante los cinco primeros dfas, pero a partir
del séptimo, existe una escasa inhibicidn de su crecimiento
hasta la concentracién de 100 ppm, siendo letal a la de 1000
ppm.

Los derivados de la urea producen un decrecimiento consi
derable a partir de la concentracién de 100 ppm, inhibiéndo
lo totalmente a la concentracidén de 1000 ppm,

Con respecto a los derivados de las triazinas, el creci-
miento disminuye con respecto a los controles en un 20%, por
interferir los procesos de divisién a la concentracidn de

100 ppm.

b) A la dosis de 100 ppm, las Chlamydomonas, cultivadas

durante 48 horas, presentan un descenso en la proporcidn de
clorofila a y b, mds lento a la oscuridad y que se activan
con la luz, predominando los pigmentos amarillos que acaban
blanqueando de modo similar a lo que ocurre en un proceso
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senil normal, del que se diferencia por la mayor velecidad
y orden cronoldgico. Los carotenoides disminuyen, aproximada
‘mente, en un 50%. Todo esto referido a las sales de bipiridi
1lo. | C |

De modo similar es el efecto producido por el Hyvarx y
derivados de la urea, mientras.que los derivados de las trigA
zinas reducen las clorofilas en un 5% con un ligero éumenté

del B-caroteno.

c) Ultraestructuralmente, las sales de bipiridilo provo-
can una progresiva y espectacular destruccién de los orgdnu
los celulares. Las mitocondrias se hinchan y rompen por efec
to de la presién osmética. La estructura tilacoidal de los
cloroplastos muestra una desintegracién acompafiada de forma
cién de plastogldébulos osmiéfilos, representantes quizd de
acdmulos de l1lipidos liberados al romperse los discos.

El Trioxone conserva bien las cipsulas que recuerdan a
las observadas en los controles. En el cloroplasto se modi-
fica la disposicién lamelar por la formacién de zonas de va
cuolizacién, que aumentan progresivamente y que en nada
coinciden con los espacios vacios de los controles, en los
que representan una estructura reticular de sus lamelas. Es-
tas nuevas vacuolas de material poco diferenciado presentan
unas membranas mediante las cuales se comunican con el res-
to del cloroplasto. E1 citoplasma se modifica intensamente.

El Hyvarx actlla como veneno celular, provocando grandes
destrucciones a nivel del cloroplasto asi como en la ma-
triz citoplasmitica. Las membranas, menos destruidas que en
casos anteriores, se localizan en la periferia. La matriz
_citoplasmitica desaparece como tal, dejando en su lugar ma-
teriales residuales sin estructura visible y altamente os-

- midéfilos. El1 pirenoide pierde su forma tfpica por destruc-

cién 1ftica. Hay una gran vacuolizacidn del citoplasma. En

el ndcleo, la cromatina esti desdibujada por haber sido pro
fundamente alterada. ’

| Los derivados de la urea alteran la matriz citoplasmiti-

ca, mientras que las membranas permanecen casi inalterables.



'El nficleo estddestruido en su componente ribonucleico., Como
detalle particular, en el seno del cloroplasto aparecen zo-
nas redondeadas de matérial de sfntesis, de las que radial-
mente parten lamelas y en cuyo centro hay un acimulo de ma-
terial osmiéfilo.

. De todos los derivados de la urea, el que produce modifi
~caciones mds intensas es el Karmex, tanto a nivel citoplas-
*midtico como a nivel de membranas. Hay intensa vacuolizacidn
con formacién de material homogéneo de mediana densidad.

Los derivados de las triazinas modifican la matriz y
cloroplasto. Las membranas pierden gran parte de su indivi
dualidad, apareciendo grandes espacios vacuolares sin mem-
branas conteniendo material homogéneo de mediana densidad.
Estas vacuolas aumentan tanto de tamafio que destruyen la ma
yor parte del contenido. celular. Se destruye el ndcleo, ho-

_mogeneizindose las membranas.

d) En todos los casos, y a la concentracién de 100 ppm,

- todos los herbicidas utilizados como producto comercial in-
hiben la reaccidén de HILL, pues no hay reduccidn del NADP a
NADPH, ni fosforilacién de ADP a ATP, ya que al introducir
un aceptbr artificial de protones y electrones, que deberian
liberarse en la fotélisis del agua, no se restablece la ca-
dena de electrones, es decir, el DPIP no se reduce, al revés
de lo observado en los controles.
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