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I. INTRODUCCION

I.l. FILOGENIA DEL GENERO CHLAMYDOMONAS
Antes de abordar el trabajo de investigaciôn, trataremos 

de enmarcar filogenetica y taxonomicamente al género Chla 
mydomonas dentro del Phylum Protozoos.

El sistema natural de la clasificacion de los Protozoos, 
lo mismo que cualquier otro grupo de seres, estaria basado 
en las relaciones filogenéticas entre ellos, de conformidad 
con la doctrina de que los organismos actuales han descend^ 
do de formas ancestrales primitives a través de una evolu- 
cion organica.

En el caso de los Protozoos, la historia evolutive se re 
siente de escasez de restos fosiles que tanto han contribué 
do a resolver los problèmes filogenéticos en otros grupos 
zoolégicos.

Salvo en los Foraminiferos y Radiolarios, dotados de es- 
tructuras esqueléticas de naturaleza inorganics* que repre- 
sentan una pequeha proporcion en el conjunto de los Proto­
zoos y que se conservan como fosiles, los demas no dejan 
restos. Sin embargo, la Paléontologie ha proporcionado en 
algunos de los grupos que no dejaron huella en los estratos, 
una serie de datos que indirectamente han contribuido a es- 
ularecer la historia evolutive de ciertos Protozoos parasi­
tes , cuya filogenia se puede reconstruir gracias al conoci- 
miento de los fosiles de sus hospedadores. Asî DOGIEL en 
1947, apoyandose en la especificidad mas o menos estrecha 
de los entodiniomorfos de la familia Ophryoscolecidae con 
respecte a los rumiantes que los albergan y de los que se
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conoce su historia evolutiva, ha podido establecer, que lob 
ciliados de esta familia aparecieron desde el Eoceno hasta 
el Pliocene, correspondiendose la aparicidn de los diversos 
génères, con los distintos pisos intermedios.

Por otra parte, el estudio de las formas vivientes, pro- 
porciona datos dé inestimable interes respecto a la morfolo 
gia, fisiologia 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 biolégico de otros grupos, 
ha hecho posible la enunciacion de una serie de hipotesis 
sobre el origen filogenético de estos ultimos.

Posteriormente, el Prof. FERNANDEZ GALIANO (1969), modi- 
ficando la sistematizacion de los fenomenos de convergencia 
sehalados por el Prof. DOGIEL (1965), distingue los siguien 
tes casos de convergencia:

1°) Convergencia entre Protozoos y células de Metazoos.
2°) Convergencia entre orgénulos de Protozoos y formacio 

nés en células de Metazoos.
3®) Convergencia entre organulos de Protozoos y estructu 

ras de origen pluricelular en Metazoos.
4®) Convergencia entre Protozoos y Metazoos completos.
En la evoluciôn de los Protozoos pueden observarse très 

tendencies cuya relacion sera distinta segdn el grupo de 
que se trate, a saber:

1®) Una evolucion citolôgica, tendiendo a una complice- 
cion estructural de su unica célula,

2®) Una polimerizacion, es decir, multiplicacion en nume 
ro y algunos organulos extraordinariamente diferen- 
ciados.

3®) Consecuentemente a la anterior, existe la tendencia 
hacia los estadios pluricelulares bien por la polime 
rizacion de las dotaciones genéticas complétas de la 
célula, o bien de la totalidad de éstas, llegando 
con elle a los estadios coloniales, propiamente di- 
chos,
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La plena solidaridad entre los individuos de una colonia, 
constituyendo una auténtica unidad funcional biologica, se 
alcanza en el orden Volvocidae en el que se pueden seguir 
varias lineas evolutivas en las que paulatinamente se va 
perfilando mayor intimidad entre los miembros de la colonie 
y la especializacion entre sonia y germen.

Al pi'upiü tiempü, en mue ho s de estos f lagelados, la eu I o 
nia ostenta un numéro fijo de células que aparecen a partir 
de la célula original, mediante una auténtica ontogenia co­
lonial, invariable para cada especie.
. Practicamente en todos los flagelados, se aprecia una 

tendencia hacia la formaciôn de colonias o formas pluricelu 
lares, mucho mas clara en volvocidos, en los que la lînea 
evolutiva es terminal, aunque en otros grupos de flagelados 
vegetales, como los Chrisomonadinos, la tendencia hacia las 
formas pluricelulares conduce a la aparicion 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 présenta el 
problema de la delimitacion de los Protozoos como taies, 
por ser demasiado graduai el transite de flagelados a algas, 
para hallar un limite precise entre ambos grupos.

Para separarlos taxonomicamente, puede seguirse el crite 
rio que*los filogenetistas vegetales llaman nematizacion, 
que résulta de la orientacion paralela de los sucesivos pla 
nos de division en el desarrollo ontogenético de una colo- 
nia, dando un filamento. Si los pianos no son paralelos, la 
colonia résultante sera plana o tridimensional y se podra 
considerar, como el estadio colonial de una especie proto­
zoologies; si los pianos de escision son todos paralelos, 
el filamento résultante de la escision de la célula primera 
sera un filamento algal.

Ahora bien, la evolucion hacia las algas se puede reali- 
zar sin que tenga lugar la nematizacion, originandose talos 
no filamentosos, en cuyo caso las algas son como estadios 
palmeloides estabilizados.
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Particularizando en la filogenia de les Protozoos, se 
nos presentan varias interrogantes. La primera es conside­
rar si los Protozoos constituyen un verdadero Phylum; la se 
gunda, ver de donde derivan filogenéticamente; la tercera, 
sus relaciones filogenéticas mutuas y la cuarta, su rela­
cion 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, segun la ausencia o presen 
cia del nücleo tîpico, con membrana nuclear y cromosomas 
claramente distintos,

Por otra parte, desde el punto de vista fisiolégico, prî  
mero existirian los organismos holofiticos que vivirfan de 
materia inorganica, les seguirian los holozoicos que viven 
del substrato organico. Por tanto, el grupo de los Mastigéfo 
ros,que incluye un gran numéro de formas con clorofila, se 
debe considerar como mas primitivo que los sarcodinos ho­
lozoicos .

De los mastigoforos, los fitomastigoforos deben ser con­
siderados por lo mismo mas primitivos que los zoomastigéfo- 
ros.

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

Entre los zoomastiginos, los rizomastiginos dieron ori­
gen posiblemente a los protomonadidos de los que se origina 
ron posteriormente los polimastiginos e hipermastiginos, 
que son los mas avanzados de los mastigoforos, siendo su ca 
râcter mas importante, el gran numéro de flagelos.

Los zoomastigios originarian a los Sarcodinos.
Es bastante claro que los flagelados han dado origen a
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los diferentes troncos de algas,

1.2. POSICION TAXONOMICA
Pdsaremos primeramente revista a la posicion taxonomica, 

precisamente por los problemas planteados en la filogenia 
de los Protozoos, del género Chlamydomonas en los diversos 
autores, tanto botanicos como zoologos.

En la Botanica Sistematica de WETTSTEIN aparece de la si 
guiente manera:

Phylum .....  Eutalophyta
Clase ......  Chlorophyceae "algas verdes"
Orden ......  Volvocales
Familia ....  Chlamydomonadaceae
En la sistemâtica propuesta por PIERRE GRASSE para los 

Protozoos en su "Traité de Zoologie" ,Tome I, 1®^ fascîculo, 
altamente revolucionaria (1954):

Phylum .....  Protozoa (GOLDFUSS, 1817; SIEBÛLD, 1848)
Superclase .. Flagellata
Clase Phytomonadines 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 ....... Mastigofora (DIESIG)
Subclase .... Phytomastigia (DOFLEIN)
Orden Phytomonadida (BLOCHMANN)
Familia ....  Chlamydomonadidae (BÜTSCHLI)
Finalmente, en la clasificacion de los Protozoos por el

Comité de Taxonomia y problemas taxonomicos 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 posicion sistematica:
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Subtronco ,., Sarcomastigéfora 
Subclase .... Mastigéfora
Clase .... .. Phytomastigofcréa
ûrden ....... Volvocida
Familia ....  Chlamydomonadidae
Género ...... Chlamydomonas

1.3, DESCRIPCION DEL GENERO CHLAMYDOMONAS
Protista eucarionte, clasificado entre las algas como 

cloroficea y como flagelado entre los Protozoos primitivos. 
Su dual clasificacion se debe a que tiene un organulo celu­
lar tipico de las plantas "el cloroplasto", embebido en una 
organizacion similar al citoplasma animal, como se coelige 
de la monografia realizada por GERLOFF (1940).

Al microscopio optico présenta forma ovoide cuyo diamè­
tre en la fase logaritmica de crecimiento es de 6x8 y y ca­
da célula esta envuelta por una membrana plasmatica, rodea 
da por una pared celulosica y exteriormente a ella una cap­
sula conteniendo polisacéridos, que difunde al medio en las 
formas méviles, mientras que en las no moviles se acumula a 
su alrededor en considerable espesor.

Las dos terceras partes del citoplasma posterior contie- 
nen un organulo verde en forma de copa que es el cloroplas­
to, en cuyo interior hay un pirenoide de 2 p aproximadamen- 
te, esférico y rodeado por un numéro de laminas conteniendo 
almidôn. El pirenoide propiamente,tiene una estructura al 
microscopio electrônico que se discutira mas adelante; con- 
tenga o no clorofila,es observable, ya que esta rodeado por 
el material verde del cloroplasto.

El almidôn esta localizado en dos regiones. Una primera, 
en las plaças que rodean al pirenoide, en forma de gruesos 
granules esparcidos a través del cloroplasto. En ciertas 
condiciones estos granules pueden llegar a ser tan grandes 
que distiendan al plasto e incluse a la célula compléta. El 
estigmà permanêGê dentro del cloroplastoien su angulo ante­
rior contra la pared celular,a la ûual evagina como una
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gruesa promine ne la..
En el tercio anterior esté al ndcleo, dos vacuoles con­

tractiles y dos flagelos de 10 y de longitud aproximadamen- 
te.

1.4. RESUMEN HISTORICO DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE EL 
GENERO CHLAMYDOMONAS

Tras la descripciôn de numerosas especies por autores dî  
versos a lo largo del siglo XIX, resenaremos algunas de 
las investigaciones llevadas a cabo durante el siglo XX.
1903 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.

1916 PASCHER: cruzo diferentes especies de Chlamydomonas, 
mostrando caractères parenterales por segregacion men- 
deliana en la descendencia, apareciendo en la en la 
proporcion de 2:2, todos ellos haploïdes.

1929 KARTER: estudia la morfologia y division en Chlamydo- 
monas, haciendo referenda a la filogenia de los flage 
lados y su sistema neuromotor.

1932 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 
observé en Chlamydomonas agloeformis,que era incapaz 
de usar nitratos como fuente de nitrogeno en la obscu­
ridad.

1933 MOEWUS y colaboradores: publican 2 5 articules sobre fe 
nomenos de sexualidad en distintos grupos de Chlamydo- 
monas.

1935 GERLOFF: describe una nueva especie de Chlamydomonas 
aislada por Czurda,"Chlamydomonas moewusii", diferente 
de la Chlamydomonas spagnophyla por tener una membrana 
papilosa que no existia en las otras.
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En el mismo afio,FRITSCH estudia la estructura y repro- 
duccién en Chlamydomonas.

1937 BRECHOT: alude a un mutante incoloro de Chlamydomonas 
afirmando que el almidôn libera glucosa caracterizada
par la fenilosazona.

1940 MOEWUS; hace estudios comparativos en los ciclos repro 
ductores de las especies moewusii y eugametos,

1948 SMITH: estudia el crecimiento de Chlamydomonas reinhar­
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 producîan cé­
lulas funcionalmente sexuales y moviles, mientras que 
sin haber sido tratados previamente con iluminacion, 
producîan células moviles pero no funcionales sexual- 
mente. Si crecian en luz azul o roja, recuperaban su 
funcion sexual y su motilidad,
LEWIN: obtiene individuos sexualmente activos de Chla- 
mydomonas moewusii previamente cultivados en agar de 
2 a 5 dias, senalando la necesidad del control de la 
luz para el desarrollo del zigoto.

1949 BOLD: senala el requerimiento en el medio, de estracto 
del suelo, vitamina B-12, histidina y acido aspartico 
para un mejor metabolismo de Chlamydomonas.
FRANK: détecta la acumulacion de productos écidos en 
la respiracion de Chlamydomonas moewusii y FRANKEL, 
marca la reduccion del COg por el H 2 en la misma espe­
cie ,

1951 HUTNER y PROVASOLI: comprobaron que Chilomonas, Polyto- 
mella y Chlamydomonas agloeformis, eran résistantes or 
dinariamente a altas concentraciones de acidos grasos 
y alcoholes (butanol, exanol).

1953 LEWIN: estudia la herencia en Chlamydomonas moewusii, y 
en 1954 en colaboracion con BROKAW, describen un mutan 
te de Chlamydomonas moewusii con paralizacién flagelar
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conteniendo ATP-asa activa en la pa^^te més baja del 
flagelo.
SAGER y GRANICK: estudian el apareamiento en el Género 
Chlamydomonas,afirmando que se produce entre células 
distintas (+ y -),previamente diférenciadas en gametos
al menos fisiologicamente.

1954 SAGER: obtiene un mutante resistente a la estreptomic^ 
na.
FÜRSTER y WIESSË aislaron gamonas en Chlamydomonas eu­
gametos de elevado p e y  molecular, cuya composicion po 
dria ser "sulfato-glucoprotefna".

1955 HARTMANN: lanza la hipotesis de que estas gamonas son 
gluco proteinas.

1956 FÜRSTER 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 caracter sexual.

19 57 SAGER y PALADE: estudian la estructura y desarrollo 
del Cloroplasto en Chlamydomonas reinhardi. Sugieren 
que la unidad estructural basica de los cloroplastos 
son los discos,

1958 GIBBS, LEWIN y PHILPOTT: estudian la ultraestructura 
del aparato flagelar en Chlamydomonas moewusii.

19 5 9 BUFFALOE, SAGER, LEWIN y FOLSON: por medio del micros­
copio optico y con preparaciones de Chlamydomonas 
aplastadas y tehidas por el reactivo de FEULGEN, mues- 
tran los cromosomas de distintas especies de Chlamydo- 
monas,llegando a la conclusion que su numéro haploide 
es ocho.
HAGEN, SYFFERTH: estudian la quimiotaxis en Chlamydo- 
monas eugametos.marcando sus diferencias con respecto 
a la especie moewusii.

1960 JONES, TIBBS y LEWIN: prueban que los componentes ci-' 
liares del Género Tetrahymena son similares a los fia-
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gelos de Chlamydomonas,
PROVASOLI; hace destacar que entre los flagelados que 
no requieren tiamina aparentemente, estén Chlamydomonas 
moewusii y Cryptomonas ovata "fotosintéticas", mien­
tras que otros mutantes de Chlamydomonas precisan r\lco 
tinamida,
RONKIN y BURL’TZ : siguen el movimiento de I y h'* ̂
en Chlamydomonas moewusii. Del sodio intracelular to­
tal, solo el 1,3% aparecia marcado. Mientras que del K 
intracelular habia una pene^racion del 28%.
BROKAW: estudia la activacion 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% carbohidrai'
27-34% Ifpidos.

1961 KERR: prueba la inhibicion de la formaciôn de los fla­
gelos por la acciôn de la estreptomicina.
TSUBO; détecta la presencia de productos volatiles en­
tre ellos CO, COg, poco efectivos, y etano y etanol mu 
cho més efectivos, producidos por los gametos de tal 
modo,que los de signo positivo son atraidos por los de 
signo negativo y siempre en esa direccion, de lo que 
se deduce la estrecha relacion entre la quimiotaxis y 
la sexualidad.

1962 LEVINE y EBERSOLD: estudian el control de la herencia 
celular en Chlamydomonas.
CRISTOFALO: senala que la liberacion de las células h^ 
jas por la célula madré, se retrasa hasta dos horas en 
la transicion luz-obscuridad,
RIS y PLAUT: publican un trabajo sobre la ultraestruc­
tura del ADN contenido en areas del Cloroplasto de 
Chlamydomonas.
HACK y colaboradores: encuentran entre los lipidos de
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Chlamydomonas spagnophila los tipos siguientes: neu­
tres, glucolipidos, fosfatidiletanolamina fosfatidil 
glicerol y fosfatidilcolina, pero no plasmalogenos.

1963 ERWIN y BLOCH; vieron que el acido o-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 composicion de los aci­
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 pigmentacion ver­
de en la obscuridad, lo que prueba la existencia de al_ 
gun acido graso tanto en las formas iluminadas como en 
las no iluminadas.
SAGER e ISHIDA; afirman que el proceso de diferencia- 
cion de los gametos en Chlamydomonas reinhardi es mol£ 
cular, no morfogenético, requiriendo un régimen de es­
casez en N para provocar un bloquée en la duplicacion 
del ADN.

1964 EBERSOLD y GILLHAM: estudian la accion de una diges­
tion enzimatica de las membranas celulares para la fu­
sion de los gametos, dando zigotos en los que se blo-

. quea la mitosis, originando formas persistantes 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 ultraestru£ 
turales.
JINKS: estudia la herencia extracromosomica en Chlamy-
domonas.

1965 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: coinprueban la presencia de DNA er. 

regiones del cloroplasto usando GsCl, encontrando una 
proporcion de 33 a 36% de Guanina-citosina.
'iEODENOUGH, ARMSTRONG y LEVINE; describen en el mutan- 
ce (ac-31) de Chlamydomonas reinhardi la presencia de 
membranas thylakoidales con su correspondiente activi 
dad fotosintética.

197 0 SCHOR, SIEKEVITZ y PALADE; describen estas mismas mem­
branas en la forma silvestre de Chlamydomonas reinhar-
(H.
FLETCHER, KIRKWOOD y SMITH; investigan los efectos de 
ciertos' herbicidas sobre el crecimiento de Chlamydomo- 
nas globosa.
CALAVIER y SMITH: evidencian por microscopia electron! 
ca la fusion de cloroplastos en el zigoto de Chlamydo- 
monas reinhardii.

1971 RODRIGUEZ LOPEZ: estudia los efectos de la actidiona
sobre Chlamydomonas reinhardii, senalando, entre otras 
cosas, la formaciôn de fosfatasas acidas a nivel de 
las vacuolas y membranas de cloroplasto,asi como la va 
cuolizaciôn de organelas celulares.

1.5. ELECCION Y OBJETO DEL TEMA
El Género Chlamydomonas, del que se han descrito mas de 

61 especies (segun figura en el Catélogo de Cultivos de la 
Escuela Botanica de Cambridge), ha sido estudiado por los 
diversos autores bajo distintos puntos de vista, principal 
mente, en el aspecto morfolôgico, metabôlico y sexual.

En principio, traté de encontrar las condiciones mas fa­
vorables para el desarrollo del ciclo biolôgico de la espe­
cie elegida "Chlamydomonas oblonga",

Basandome en los conocimientos aportados por SAGER y PA­
LADE, sobre la ultraestructura de Cltldiaydomonas reinhardi i 
y tomandolos como punto de partida, he esLudiado la dccion
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de sustancias diversas a diferentes concentraciones sobre 
su cloroplasto, para poder senalar los efectos que sobi-e su 
estructura producen. De todos los productos ensayados, he 
elegido la accion de los herbicidas y detergentes sobre es­
te género, por ser menos conocida su acciôny por pertene- 
cer al Departamento de Microbiologie, en cuya Secciôn de 
crobiologia del Suelo se estudian los problemas de interac- 
ciôn entre estas sustancias y los microorganismos en todas 
sus facetas.
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lî. M A T E R I A L

11.1. ESTIRPE ELEGIDA
Chlamydomonas oblonga, PRINGSHEIM (1930, Checoslovaquia) 

facilitada por el Departamento de "Culture Collection of Al_ 
gae and Protozoa" de "The Botany School",. Cambridge.

11.2. MEDIOS DE CULTIVO
1®) Medio Knop

Fosfato bipotasico ...... 0,25 g
Nitrato calcico ............  1,00 g
Sulfato magnésico ..........  0,50 g
Sulfato férrico  ....    trazas
Agua destilada ...... . 1,00 1

2®) Medio de Von der Crone
Nitrato potasico ....... 1,00 g
Sulfato calcico ......... . 0,50 g
Fosfato calcico ............  0,25 g
Sulfato magnésico ..........  0,50 g
Fosfato férrico .........   i.. 0,25 g
Agua destilada ...... .......  1,00 1

3®) Medio de Knop enriquecido
Sulfato amonico  ........ 0,05 g
Sulfato magnésico .......... 0,02 g
Cloruro calcico ..;...... .. ... 0,01 g
Fosfato monopotasico .......  1,40 g
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Fosfato bipotasico  .......  0,70 g
Solucion de oligoelementos ... 1,00 ml
Agua destilada  ....... . 1,00 1

4“ ) Medio de Proteosa-Peptona
Bacto-peptona  .......... 1,00 g
Nitrato potasico  * . . . . 0,12 g
Fosfato monopotasico ......... 0,04 g
Sulfato magnésico ............ 0,04 g
Extracto de tierra ........... 4,00 ml
Agua desionizada  ........ 1,00 1

NOTA.- El extracto puede sustituirse por 4 oc de ol£
goelementos o por la misma cantidad de extrac
to de suelo (2 de oligoelementos: 1 de Wino­
gradsky).

5®) Medio solido de Proteosa-Peptona
Igual al anterior anadiendo 15 g de Bacto-Agar 
(Difco) por litro.

6°) Extracto de tierra
Tierra de jardin de pH neutro. 1,00 kg 
Agua del grifo  ......  1,00 1

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.

' ) Solucion de oligoelementos
Molibdato potasico  .......  0,05 g
Borato de sodio ............ . 0,05 g
Nitrato de cobalto  ..... 0,05 g
Sulfato de cadmio ...........  0,05 g
Sulfato de cobre ............  0,05 g
Sulfato de zinc ............ . 0,05 g
Sulfato de manganeso ........  0,05 g
Percloruro de hierro ......... 1 gota
Agua destilada ...............  1,00 1
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89) SoluGiôn salina de Winogradsky
Fosfato bipotasico  ......    5,00 g
Sulfato magnésico ............ 2,50 g
Cloruro sodico  ......  2,50 g
Sulfato férrico    0,05 g
Agua destilada ...............  1,00 1

11.3. APARATOS
- Los cultivos se incubaron en un equipo Psycotherm, con 

planta agitadora e iluminaciôn 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-ERLÜSS.
- Centrifuga Wifug modelo X-1 y centrifuga Sorvall, modelo 

RC-2B, para centrifugaciones de baja y alta velocidad.
- Las pesadas de precision se llevaron a cabo en una balan- 

za monoplato Monopan de Sauter y en balanza monoplato Sar 
torius, modelo 2442.

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

- Ultramicrotomo Reichert,DM y LKB para cortes ultrafinos.
- Microscopio electrônico Zeiss, EM, 9a Philips y pelicula 

plana Gevaert para observacj-ôn de ultraestructuras.

11.4. PRODUCTOS
- Compuestos organicos de la casa Merck.
- Disolventes organicos de Merck y Fluka.
- Compuestos inorgénicos de Merck.
- Herbicidas:
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1) V i q u a t , - Sal cuaternaria de bipiridilo. 1,1-etileno- 
-2,2-dibromidodipiridilium. Soluble en agua. Punto de fu­
sion entre 335-340°. Cristales amarillos. Utilizado como 
producto comercial conteniendo el 20% del productp activo, 
bajo el nombre de Reglone. Facilitado por Zeltia.

2) ?an,aquat, - Sal cuaternaria de dipiridilo. ljl?-dime- 
til-4,4'-cation dipiridilo. Cristales amarillos, soluble en 
agua. Utilizado como producto comercial, conteniendo el 20% 
del producto activo, bajo el nombre de Gramoxone. Zeltia.

3 ) A c ^ d o  2, 4, 5-TA^ctoA.o~  ̂ e noxZcLc^tZco , - Compuesto orgéni^ 
CO no nitrogenado derivado dorado, con el nombre comercial 
de Trioxone, que contiene el 50% del compuesto activo. Zel­
tia.

4) LZnu-fiân,- Derivado sintetico de la urea. 3-(3,4-diclo 
rofenil)-l-metoxi-l-metilurea. Conteniendo el 50% del pro­
ducto activo, bajo el nombre comercial de Lorox. Zeltia.

5) - Derivado sintetico de la urea. 3-( 3,4-diclo- 
rofehil )-l ,1-dimetilurea. Solido cristalino. Punto de fusion 
158-159°C. Utilizado como producto comercial conteniendo el 
80% del producto activo, bajo el nombre de Karmex. Zeltia.

6) Derivado bromado. 5-bromo-3-sec-butil-6-metil 
uracil. Solido cristalino. Punto de fusion 158-159°C. Utili 
zado como producto comercial conteniendo el 8 0% del produc­
to activo, bajo el nombre de Hyvarx. Zeltia.

7) Aftaziwa,- Derivado de las triazinas. 2-cloro-4-etila 
mino-6-isopropilamina-s-triazina. Solido. Practicamente in­
soluble en agua. Soluble en alcohol. Utilizado como produc­
to activo. Facilitado por Industrias Quimicas de Navarra.

8) S Z m a z Z n a , ~ Tambien derivada de la triazina. 2-cloro- 
-4,6-bis(etilamina)-s-triàzina. Solido. 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) F e n o p o n  T 77.- Tensioactivo anionico. N-metil-oleil- 

-taurida,de formula:

R-CO-N-CH_-CH_-SO_H
I j

CH 3

en la que R es un radical en el que prédomina el grupo oleil.R.B
2) VS, 4 4 2 9 , - Es un condensado de dodecil alcohol con, 

aproximadamente, 9,5 moles de oxido de etileno. ICI.

CHg-fCHgi^Q-CH^OH + H g C — CHg
0^

Hidrofobo Hidrofilo

de formula general:

gOH
n

3) 5 P S.- Sodio-dodecil-sulfato (Lauril-sulfato de so- 
dio), de formula:

0II +C,_H_c-0-S-0-0-Na1 z 2 b II
0

con union probable de la cadena carbonada a un anillo bence 
nico de formula:

0
R - /  \-Lo'Na+

\ ----/  '6

Sustancia organica y cadena ramificada empleada en la fa 
bricacion de detergentes comerciales. Es uno de los tensio- 
activos mas extendidos. Koch Light.
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H) V o b a m , -  Sodium sulfonato, de formula general:

H
R^-C-Rg

SO^Na

en la que y son cadenas alquflicas, variando entre 
Cl 2  y Cig, La sustitucidn por nucleos bencenicos ocupa, apro 
ximadamente, la posicion 1-fenil. Shell.

5) L ^ 6 6 a p o Z SWXP.- No ionico. Es un condensado de nonil- 
fenol, de cadena esencialmente lineal, con, aproximadamente, 
9,5 moles de oxido de etileno. ICI.

HOCHg-CHg-jo-CHg-CHgj-O -<^ CH^-(CH^)^-CH^



III. METODOS

111.1. CULTIVOS
Chlamydomonas oblonga (PRIN6SHEIM), 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 iluminacion constante, o bien a temperatura 
ambiente e iluminados por bujias de 100 vatios.

111.2. RECTA PATRON
Se construyo una recta de absorcion trente a peso seco. 

Para ello se hicieron diluciones en potencia de dos, en los 
tubes de turbilimetria, midiendo a 900 my. Se centrifugaron 
las celulas a 6500 r.p.m. Decantado el medio, se lavaron 3 
veces con cantidad suficiente de agua destilada y esteril y 
se secaron a 80°C.

Los pesos por ml de cultivo se enfrentaron a las absorban 
cias.

111.3. DETERMINACIGN DEL CRECIMIENTO CELULAR
Las celulas se cultivaron en cubetas especiales para Spec 

tronic 20, clasificadas por parejas segun el metodo del ClgCo 
(Tesis Doctoral del Dr. Vicente Cordoba, 1969).

La turbidez de los cultivos se media en este aparato a 
una longitud de onda seleccionada para eliminar el pigmento 
de 900 my, equipando el fotocolorimetro con un filtro rojo.

Las curvas de crecimiento se representan en diagramas ab 
sorcion-dias.
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III.4. ESTUDIO DE LOS PIGMENTOS CONTENIDOS EN CHL, OBLONGA
Se realizaron por cromatografla en capa fina y espectro- 

fotometrfa,
- Cromatografia 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 2 0  x 2 0  dando un espesor 
de 50 y.

Como solventes se utilizan: Isopropanol m^s eter-petro 
leo (100-140°) y agua destilada en la proporci6 n de 10 cc 
mas 100 cc mâs 0,25 cc, respectivamente.

El dia anterior se centrifugan los cultivos a 6500 r.p. 
m. durante 20 minutos. Se decanta y lava con tampon fosfa 
tos de pH 6,9, centrifugando a 6500 r.p.m. durante 20 mi­
nutos y repitiendo la operacion 2  veces mas.

Tras decantar se anaden 4 ml de acetona Merck al 8  5%, 
manteniendolos toda la noche en nevera.

Preparadas las plaças 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 
plaças en cubetas conteniendo el solvents tapadas y en là 
oscuridad durante 40 a 60 minutos en los que se alcanzarâ 
el frente de 15 a 16 cm finals

Finalmente, se retiran las plaças y tras secarlas se 
separan raspando los distintos pigmentos que alcanzaran 
niveles diferentes, echandolos por separado en tubos de 
espectro conteniendo tamp6 n fosfatos para medir la densi- 
dad optica recorriendo la escala entre 375 y 900 my. Tec- 
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-petroleo y propanol 
en la proporcion 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
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distancias por el frente final y multiplicande por 100. Es 
tos resultados se confrontan con las tablas en las que se 
senala el pigmento a que correspondent

- Espectrofotometria.- Lo mismo que en el caso anterior, se 
eluyen los pigmentos en acetona al 85% y se mantienen en 
nevera toda la noche.

Al dia siguiente se mide el espectro recorriendo la e^ 
cala en las longitudes de onda comprendidas entre 37 5 my 
y 7 00 my.

Los resultados se expresan en graficas longitud de on- 
da-DO.

111.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA
Teniendo en cuenta que las investigaciones sobre estruc- 

turas vivas realizadas con el microscopio electronico,tienen 
unos especiales y complejos requerimientos en cuanto a las 
tecnicas preparatorias, para despues sacar partido del poder 
resolutive y aumentos con dicho microscopio electronico y 
conseguir los finos detalles morfologicos deseados, evitan- 
do las alteraciones por la accion de fijadores o fendmenos 
autoliticos. postmorten, se someten las celulas directamente 
desde los cultivos al tratamiento de fijadores que no modi- 
fiquen practicamente su estructura.

La tecnica seguida por nosotros fue:
/) F Z j a c Z é n ,

- Se centrifuga el medio conteniendo a las Chlamydomonas du­
rante 10 minutos a 1500 r.p.m,

- Si de la primera centrifugacion quedan bastantes celulas
resuspendidas, se vuelven a centrifugar a 2500 r.p.m. du­
rante 5 minutos.

- Se lavan en tampon Millonig y se tienen en él durante 30 
minutos.

- Se centrifuga de nuevo en Sorvall y se le anaden 5 ml de
tampon y 1  de glutaraldehido, que se preparan de la si­
guiente manera:
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- Reactivos;
Glutaraldehido comercial del 50%. Se toman 1 cc + 16,6 

cc de agua destilada.
Soluci6 n A; Fosfato monosodico al 2,26%.
Solucion B; Hidroxido de sodio al 2,52%.
Solucion C: Glucosa al 2,7%.

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

- Solucion Millonig (tampon):
Solucion A: .............  41,5 cc
Solucion B: .............  8,5 cc

NOTA.- Esta solucion debe dar un pH 7,3. De esta solucion 
preparada se quitan 5 cc y se reemplazan por 5 cc
de solucion C. A todo esto se anaden 0,5 cc de Cl^Ca
al 1 %, para preservar mejor las membranas.

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

2) Lavado

- Se centrifuga y pone en tampon Millonig durante 2 0  minu­
tos. Se repite la operacion tres veces con intervale de 
15 minutos. Se tiene en tampon toda la noche a 4°C.
Postfijacion en osmio. Se centrifugan en Sorvall, anadien 
do 1 cc de osmio al 2%. Se mantiene una hora en nevera y 
otra mas a temperatura ambiente. Esta es la fijacion que 
complement^ de modo imprescindible al endurecimiento y pre 
fijacion que realiza el glutaraldehido.
NOTA.- El osmio se prépara con dos capsulas de osmio de

1/2 g en un frasco con 50 cc de Millonig, mantenién 
dolo 48 horas en nevera.

- Inclusion en agar. Se centrifuga en Sorvall 1 0  minutos a 
10.000 r.p.m. Se lava con tampon, se centrifuga y saca con 
pipeta el agua sobrante, tras colocar las Chlamydomonas en
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vidrio de reloj y (aiguiendo a HALER)para que no se difun- 
dan las Chlamydomonas, se incluyen en agar comun al 2%, 
fundido previamente al bano Maria, anadiéndolo sobre el 
vidrio de reloj y mezclândolo bien con las Chlamydomonas. 
Una vez frio se cortan en pequehos trozos eligiendo los 
que contengan mayor numéro de Chlamydomonas. Una yez fija 
dos se deshidratan en acetonas por los siguientes pasos;

3} Ve,6k4,dA,atac.Zân

- Se lava en agua destilada.
- Acetona al 30%      15 min
- Acetona al 50%    30 min
- Acetona al 70%    30 min
- Acetona al 70% con contraste . 36 horas
NOTA.- El contraste se prépara con acetato de uranilo del 

2% y en Acetona del 70%.
- Acetona al 90%   30 min
- Acetona al 100%.........   30 min
- Acetona al 100% + SO^Cu hasta,

saturacion. 30 min
- Acetona al 100% + SO^Cu hasta

saturacion. 30 min
NOTA.- Las capsulas hay que ponerlas en estufa a 37°C.

4) IncZusZân en AA.aZdZta o VuAapân

- Oxido de propileno     1 h
- Oxido de propileno . . . . i       .. 1 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
- Araldita I a 50°C       2 h o mas
- Araldita I      . Toda la noche o

(3 dias o mas)
- Araldita II a 50°C   1 h
Araldita II a 50°C .......... .......    30 min
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5) EnduKecAjnZ&nto de Id Z n e Zu 4Z ân

- L a s  capsulas de gelatina se pondrân a secar en estufa a 
37°C durante 2 dias y 1 hora antes de su empleo se pondran 
en estufa a 60°C.

- Las muestras refiradas del ultimo paso se colocan en las 
capsulas de gelatina secas, que se llenarân con la mezcla 
de Araldita II (tomândolo del recipiente en que se ha pre

' parado) y después de cerrar las capsulas, secas, se dejan 
en estufa a 50°-80°C durante 48 horas como minimo, 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 Durapon
1°) Debe evitarse respirar los vapores.
2 °) Su contacte con la piel puede producir irritaciones 

alêrgicas.
3°) En caso de salpicaduras debe lavarse inmediatamente 

la parte afectada con âcido borico al 3%.

Araldita I
Componente Color distintivo Producto Proporcion

B Azul Endurecedor 1 0 , 0 0  ml
D Verde Plastificante 0,15 ml

A/M Rojo Resina epoxi 1 0 , 0 0  ml

Araldita II
Componente Color distintivo Producto Proporcion

B Azul Endurecedor 1 0 , 0 0  ml
C Amarillo Acelerador 0,40 ml
D Verde Plastificante 0,15 ml

A/M Rojo Resina epoxi 1 0 , 0 0  ml
NOTA.- Se recomienda preparar las mezclas I y IX al menos

20 6 30 minutos antes de su empleo, y agitar fuerte-



-27 -

mente el matraz cada vez que se incorpora un compo­
nente, Con objeto de obtener una homogeneidad adecua 
da, es preciso que durante este tiempo se conserven 
las mezclas en estufa a 50°. Sin embargo, la mezcla 
II no se puede preparar con mas anticipacion porque 
podria polimerizarse.

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

6) S e c a Z o m 4

Los bloques de tejido incluidos en Araldita se cortan en 
ultramicrotomo Reichert, montandolos en rejillas de cobre 
que tenian sobre ellas dispuestas finas membranas de Form- 
var, para mantener los certes.

7) C o n t K a ^ t a d o

Los certes se tratan con solucion de acetato de plomo, 
siguiendo la técnica Reynold, para contrastar las estructu- 
ras.

Para evitar que pénétré polvo en las manipulaciones, se 
mantienen los certes en plaças Pétri tapadas.

S) Û b ^ e à v a c Z o m é

Los certes se han observado y fotografiado con un micros 
copie Zeiss E.M. 9, con iluminacion automatica. Para las fo 
tografias se empleo pelicula plana Gevaert.

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

- S e  centrifuga el medio con Chlamydomonas, durante 20 minu 
tos a 6500 r.p.m.

- Se lavan con tampon fosfatos de pH 6,9, dos veces, centri 
fugando cada vez 20 minutes a 6500 r.p.m.
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Se decanta y afiaden 10 ml de tampon fosfatos.
Se preparan dos series de tubos para Spectronic por pare- 
jas.

En la primera se coloca como control: 5 ml de tampon 
fosfatos de pH 6,9 y 1 ml de Chlamydomonas resuspendidos 
en 1 0  ml de tampon.

En la segunda serie, enfrentandolos con las parejas con 
trol correspondientes: 4 ml de tampon, 1 ml de Chlamydomo­
nas y 1 ml de 2,6 -diclorofenol indofenol "D.P.I.P" al 5%.
Seguidamente se mide la densidad optica de cada tratamien 
t o ,  ajustando el cero con el tubo control y anotando la 
D.O. que marca el correspondiente de la segunda serie.
Se iluminan con lâmpara de 100 watios, colocando la gradi^ 
lia a 20 cm de distancia. A los 5 minutos se mide nueva- 
mente la D.O. y se somete de nuevo a iluminacion.

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

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



IV. ESQUEMA DEL TRABAJO PROPUESTO

IV.1. ESQUEMA DEL TRABAJO PROPUESTO
Para proporcionar un guion de conjunto de los prop6 sitos 

del presente trabajo, damos, seguidamente, un esquema de las 
pruebas realizadas con Chlamydomonas oblonga y que seran ai.j 
lizadas en la exposicion de resultados.

a) Experimentos preliminares.- Se estudian las condicio- 
nes mas favorables para los cultivos con Chlamydomonas en 
medio control (iluminacion, 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 Herbi­
cides y Detergentes sobre el crecimiento de Chlamydomonas. 
descartando las que resultan letales y eligiendo de entre 
las biostaticas aquellas que en tiempo minimo producen cam 
bios morfologicos (dpticamente) y en la pigmentacion, que 
servirân de base para experimentaciones sucesivas.

c) Estudio de los pigmentos: 1° en medio control a pH 6,5 
e iluminacion constante, durante 48 horas. 2° Cambios en los 
pigmentos de Chlamydomonas cultivadas en las condiciones de 
los contrôles,ahadiendo los distintos Herbicidas y Detergen 
tes a la concentracion seleccionada de 0 ,0 1 % del producto 
comercial.

d) 1°Estudio de la ultraestructura de Chlamydomonas oblon- 
ga en medio control, fijadas con OsO^ e incluidas en Araldi^ 
ta. 2° Cambios provocados en la ultraestructura de Chlamy-
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domonas por los distintos Herbicidas, a concentracion de 1 0 0  

p.p.m., manteniendolos en condiciones identicas a los contro 
les durante 48 horas,

e) Comprobacion funcional de las modificaciones ultraes- 
tructurales encontradas en microscopia electrdnica, basando- 
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 fot6 lisis del agua.



V. PARTE EXPERIMENTAI/

V.l, ESTUDIOS PRELIMINARES
Se cultiva la estirpe elegida en el medio "4" (Proteosa- 

Peptona), manteniendo los cultivos a 28°C e iluminacion 
constante.

A los 11 dias se toma el cultivo, para estudiar en el con 
trol la absorcion frente a peso seco, midiendo a 900 my.

Recta patrôn

.2

, 1

ai 0.1 as M  0.5 0.6 a? o.8 o.i i.o
mg. peso seco/mL

Recta patron de Chlamydomonas oblonga que expresa el peso 
seco en mg, frente a su correspondiente densidad opt Ica.

Los cultivos se hicieron en medio Ifquido segun el pro 
tocolo marcado en el capîtulo M l . 2.

La D.O. se midlô a 900 my.
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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, manteniendolos durante 11 
dias a 28°C e iluminacion constante, siguiendo los siguien 
tes protocoles:

- Se inoculo 1 ml de Chlamydomonas cultivada en medio normal 
en tubos especiales para Spectronic, conteniendo 9 ml del 
medio, se inocularon 3 tubos por concentracion de antibio 
logicos a estudiar y en un 4° tubo de la concentracion 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 momeiiL.. 
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 aritmetica de los D.O. de los 3 tipos 
de cada concentracion, representândolos en los diagramas 
absorbancia-dias, expresadas en las tablas y graficas I a 
XIII.

De su estudio se deduce que las sales de Dipiridilo (co 
mo el Diquat y Paraquat), provocan una disrainuci6 n sensi­
ble del crecimiento a la dosis de 1 0  a 1 0 0  ppm, resultan- 
do letales a partir de 1 0 0 0  ppm.

Los compuestos organicos no nitrogenados, como el Trio 
xone = 2 ,4,5-triclorofenoxiacético, estimulan su crecimien 
to comportandose como una auxina vegetal pero tienen un 
efecto posterior létal a dosis de 100 a 1000 ppm. LEOPOLD. 
(1965) lo atribuye al agotamiento respiratorio de las ce­
lulas, formacion de materiales toxicos y activaciôn del 
métabolisme del fosforo.

La accion de los compuestos nitrogenados derivados de 
la urea,decrece considerablemente desde 1 0 0  ppm y lo inhi
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be a 1000 ppm, Asîsucede con el Diur6 n (Karmex) y Linuron 
(Lorox),

Los compuestos organicos derivados de las Triazinas, co 
mo Simazi'na y Atrazina, disminuyen el crecimiento quiza por 
influir sobre los procesos de division.

Los detergentes por su gran poder tensoactivo, actuan
como inhibidores del crecimiento ya a dosis de 1 0 0  ppm reŝ  
pecto al control.
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TABLA I
Influencia de la concentracion del Detergente FENOPON 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

^ \ p p m
dids^^.

Control 1 0 1 0 0 1 0 0 0

Ü horas . 005 .005 .005 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005

1 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005

2 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 .015 . 0 1 0 .005

3 . 0 1 0 .015 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
.015 .015 . 0 1 0 . 005

4 .015 015 . 0 1 0 .005
.015 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
.015 . 0 1 0 . 0 1 0 .005

5 .015 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
.015 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
.025 .015 . 0 1 0 .005

6 .025 .015 . 0 2 0 ,005
.025 .015 . 0 1 0 .005
.035 .015 . 0 1 0 .005

7 .030 . 0 2 0 . 0 2 0 .005
.025 .025 . üiO .005
.035 . 0 2 0 . 0 1 0 .005

9 .070 . 0 2 0 . 0 2 0 .005
.030 .025 . 0 1 0 .005
.045 .025 . 0 1 0 .005

1 1 . 0 1 0 .030 . 0 2 0 .005
.040 ,025 . 0 2 0 .005
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Abs.

A

Absorbancia medida a  
900 my .Concentracion de 
FENOPON en ppm

Control

• «***## ###### •••••••^^■—■ j., , 1_» —  *-- 1 rt i i
4 5 6 7 8 1 10 HI I 3 4 5 6 7 8 4 10 11 did)

F (g . 1,- Influencia de la concentracion de Fenopon sobre
e 1 crecimiento de Chlamydomonas o b l o n g a , a 28®C
e iluminacion constante.
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TABLA II
Influencia de la concentracion del Detergente L1SSAH( 

sobre el crecimiento de Chlamydomonas oblonga
j!

^ \ D p m Control 1 0 1 0 0 1 0 0 0

0  horas .005 . 005 . 005 . 005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005

1 . 0 1 0 .005 . 0 1 0 . 005
. 0 1 0 .005 . 0 1 0 . 005

i . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 005
2 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 005

, 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 005

3 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 2 0 . 0 0 b

.015 . 0 1 0 . 0 1 0 . 005
4 .015 .015 . 0 1 0 . 005

. 015 .015 . 0 2 0 .005

.015 .015 . 0 1 0 .005
5 .015 .015 . 0 1 0 .005

.015 .015 . 0 1 0 .005

.025 . 0 2 0 .025 .005
7 .025 .025 . 0 2 0 . 005

.025 .025 . 0 1 0 .005

.040 .025 .030 .005
9 .030 .030 . 030 .005

.025 .030 . 0 1 0 .005

.035 .035 .030 .005
1 1 .070 .030 .030 .005

.030 .030 . 0 1 0 .005
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Abs.
AS

.1

Absorbancia medida a 
900 mjj. Concentracidn de 
LISSAPOLen ppm

Control

Fig. 2.'* Influencia de la concentracion de Lissapol sobre
el crecimiento de Chlamydomonas o blonga, a 28°C
e iluminacion constante.



-  38  •*

TABLA III
Influencia de la concentracion del Detergente DOBANL 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

^ \ p p m Control 1 0 1 0 0 1 0 0 0

0  horas .005 .005 .005 .005
. 0 1 2 . 0 1 2 .005 .005 ■

1 . 0 1 0 . 0 1 0 .005 .005
. 0 2 0 . 0 1 0 .005 .005
.015 .005 .005 . 005

2 . 0 1 0 .005 . 005 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 .005 .005
. 0 2 0 . 0 1 0 . 0 1 1 .005

3 .015 .015 . 0 1 0 .005
.015 . 015 .005 .005
. 0 2 0 .015 . 0 1 0 .005

H .015 .015 .005 .005
.015 .015 . 0 1 0 .005
. 0 2 0 . 0 2 0 .005 .005

5 .015 . 0 2 0 .005 .005
. 0 2 0 .025 . 0 1 0 .005
.025 .030 .005 .005

7 .025 .045 . 0 1 0 .005
.070 .035 . 0 1 0 .005
, 1 0 0 .080 . 0 1 0 . 0 1 0

9 .095 .090 . 0 1 0 . 0 1 0

.070 .055 .015 . 0 1 0

.140 .130 . 0 2 0 . 0 1 0

1 1 . 1 2 0 . 1 2 0 . 0 2 0 . 0 1 0

.125 .080 . 0 2 0 . 0 1 0
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Abs.

A -

jOS
04
.03

.01
Oi

Absorbancia medida a 
900 m^. Concentracion cte 
DOBANE en ppm

Control

' « »_____L_____I_____L

1 1 3 *1 5 6 7 8 q 10 n d ias

Fig. 3.” Influencia de la concentracion de Dobane sobre el 
crecimiento de Chlamydomonas oblonga. a 28°C e M u  
mlnaclon constante.

6 \BV.\0 *
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TABLA IV
Influencia de la concentracion del Detergente DS 4499 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

^ \ p p m
dias^\^^

Control 1 0 1 0 0

. . .

1 0 0 0

0  horas ,005 .005 .005 .005
. 0 1 2 .005 .005 .005

1 .015 .005 .005 .005
. 0 1 0 .005 .005 .005
.015 . 0 1 0 . 0 0 1 .005

2 . 0 1 0 .005 .005 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 .005 .005
. 0 2 0 .015 . 0 1 0 .005

3 .015 . 0 1 0 . 005 .005
.015 .015 .015 . 0 1 0

, 0 2 0 . 0 2 0 . 0 1 0 .005
4 , 0 2 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 0 1

.015 .015 .015 .015

.025 .025 .015 . 0 1 0

5 . 0 2 0 ,015 .015 . 0 1 0

.030 . 0 2 0 . 0 2 0 .015

.030 .055 .045 .040
7 . .025 ,025 .025 .005

.075 . .035 .025 .005

.05 5 .065 .050 .040
9 .080 .040 .030 . 0 1 0

.040 .050 .030 .005

.070 .080 .075 .045
1 1 . 0 1 0 .055 .050 . 005

.095 .070 .055 . 0 1 0
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Abs.
.45 -

A -

Absorbancia medida a  
900 mju, Concentracidn de 
DS &699 en ppm

A i o o

Control

- ......
— i_____I i  I -I , _ K   i .1...... 1,11 mil

^ lodo

4 2 5 4 5 6 f 8 4 10 44 diCS

Fig. 4.- influencia de la concentraciôn de DS 4499, sobre
e 1 crecimiento de Chiamydomonas o b l o n g a , a 28*C
e iluminacion constante.
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TABLA V
Influencia de la concentracion del Detergente DSD eii 

el crecimiento de Oïlamydomonas oblonga

ppm Control 10 100 1000

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

4 .015 .015 .010 ,005
.015 .015 .020 .005
,015 ,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
.04 0 .025 ,030 .005

9 .030 .030 .030 .005
.025 .030 .010 .005
.035 .035 .030 , .005

11 .070 .030 .030 .005
.030 .030 .013 .005
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Abs.

A

.«$

.03

,02
M

Absorbancia medida a 
900 mjj,Concentracion de 
SDS en ppm

 -kio

Control

— A ” —
I I lA* A

- & » 1 -̂--a--« > «---«
1 2  3 4 5 6  7 8 1  10 11 dl t t S

Fig. 5," Influencia de la concentracidn de SDS sobre el cr£
cimlento de Chlamydomonas obl o n g a , a 28®C e M u m l -
naclon constante.
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TABLA VI
Influencia de la concentracion del Herbicida REGLONE, 

en el crecimiento de Chlamydûmonas oblonga

^ \ p p m
dias^^s^

Control 10 100 1000

0 horas ,005 .005 .005 .005
,016 .010 .010 .005

1 .014 .010 .010 .005
.015 .010 .010 .005
.050 ' .030 .030 .009

2 ,030 .040 .010, .010
1 ,040 ,020 .020 .011
1 ,050 .040 ,030 .020

.040 .040 .030 .020

.030 .040 .030 .020
,045 .040 .030 .04011 4 ,055 ,050 .030 .020
,050 ,060 .050 .030
,060 .050 .050 .040

5 .060 .050 .040 .040
,06 0 .050 .060 .040
.090 .070 .050 .060

7 ,085 ,080 .050 .030
.095 ,090 ,050 .030
.090 ,090 .070 .040

9 .130 .100 .070 .040
.140 .110 .070 .040
,090 .100 .060 .020

11 .130 .100 .040 .020
.140 .100 .050 .020
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Abs.
,iç

A  •

OS

OH

Oi

Oi

.M

Absorboncia medida a  
900 Concentrocidn de 
DIQUAT en ppm ^Control

J 1---- 1--- k--pU. » * » » * :
1 2 3 H S 6 7 8 q 40 W dlas

Fig, 6,- Influencia de la concentracion de Dlquat sobre el 
crecimiento de Ch 1amydomonas oblonga, a 28°C e M u  
minaciôn constante.
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TABLA VII
Influencia de la concentracion del Herbicida GRAMOXONE 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

^ \ p p m Control 10 100 1000

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
4 .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.
.IS

.05

.03

.Oi

.Oi

Absorboncia medida a 
900 m^.Concentroddn do 
PARAQUAT en ppm

Control

Vo

ti??.
..

J I I I I ,.i I ,L
1 2 3 V 5 6 ? 8 *) 10 11 d-laS

F(g, 7." influencia de la concentraci6n de Paraquat sobre
el crecimiento de Chlamydomonas o b l o n g a , a 28®C
e iluminacion constante.
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TABLA VIII
Influencia de la concentracion del Herbicida TRIOXONE 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

^ \ p p m
dias^v.

Control 10 100 1000

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

4 .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

7 .027 .030 .010 .005
.070 .030 .010 .005
.055 ' .035 .025 .010

9 .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.
iS

Absorboncia medida a 
900 m / j .  Concentrocidn d< 
TRIOXONE en ppm

.1

Control

JiS

M

.02

.M

.A too

-A—  -4"—

Fig. 8.- Influencia de la concentracIôn de Trioxone so­
bre el crecimiento de Chlamydomonas o b l o n g a , a
28°C e Iluminacion constante.
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TABLA IX
Influencia de la concentracion del Herbicida HYVARX 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

dias^\w
Control 1 0 1 0 0 1 0 0 0

0  horas .005 .005 .005 .005
. 0 1 2 . 0 1 0 . 0 1 0 .005

1 .015 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 .005 .005 .005
.015 . 005 .015 .005

2 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 .005 .005
. 0 2 0 . 0 2 0 .025 .005

3 ,015 . 0 2 0 .015 .005
.015 . 0 2 0 .025 . 0 1 0

. 0 2 0 . 0 2 0 .025 .005
4 . 0 2 0 . 0 2 0 . 0 2 0 . 0 0 1

.015 ,015 .025 . .015

.025 .025 .030 . 0 1 0

5 . 0 2 0 .025 .025 . 0 1 0

.030 .025 .025 .015

.030 .040 .045 .040
7 .025 .055 .045 .005

.075 .045 .040 .005

.055 ,065 .070 .040
9 .080 .070 .060 . 0 1 0

.040 .065 .055 .005

.070 .075 .060 .045
1 1 . 0 1 0 .065 .065 .005

.095 .081 .080 . 0 1 0
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Abs.

Absorbancia medida a 
900 mju. Concentracion de 
HYVARX en ppm

Control

Ffg. 9** Influencia de la concentracion de Hyvarx sobre
el crecimiento de Chlamydomonas o b l o n g a . a 28®C
e Iluminacion constante.
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TABLA X
Influencia de la concentracion del Herbicida LOROX en 

el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

^ \ p p m
dias^^^^

Control 1 0 1 0 0 1 0 0 0

0  horas .005 .005 .005 .005
. 0 1 2 . 0 1 0 .005 .005

1 .015 . 0 1 0 .005 .005
. 0 1 0 .005 .005 .005
.015 .015 . 0 0 1 .005

2 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 0 1 .005
. 0 1 0 .005 .005 .005
. 0 2 0 .025 . 0 1 0 .005

3 .015 .015 .005 .005
.015 .025 .015 . 0 1 0

. 0 2 0 .025 . 0 1 0 .005
H . 0 2 0 . 0 2 0 , 0 1 0 . 0 0 1

.015 .025 .015 .015

.025 .030 .015 . 0 1 0

5 . 0 2 0 .025 .015 . 0 1 0

.030 .025 . 0 2 0 .015

.030 .045 .045 .040
7 .025 .04 5 .025 .005

.075 .040 .025 .005

.055 .070 .050 .040
9 .080 .060 .030 . 0 1 0

.040 .055 .030 .005

.070 .060 .075 .045
1 1 . 0 1 0 .065 .050 .005

.095 .080 .055 . 0 1 0
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Abs.
.45

. 1 -

.05
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03

.01

.01

Absorbancia medida a  
9 00 m^. Concentracidn de 
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Fig, 10.- Influencia de la concentraciôn de Lorox sobre
el crecimiento de Chlamydomonas o b l o n g a , a 28®C
e iluminacion constante.



T 54 -

TABLA XI
Influencia de la concentracion del Herbicida KARMEX 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

dias
Control 1 0 1 0 0 1 0 0 0

0  horas .005 .005 .005 .005
. 0 1 2 . 0 1 0 . 0 1 0 .005

1 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
. 0 2 0 . 0 1 0 . 0 1 0 .005
.015 .005 . 005 .005

2 . 0 1 0 .005 .005 .005
. 0 1 0 . 0 1 0 .005 .005
. 0 2 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 1

3 .015 .015 . 0 1 0 . 0 1 0

.015 .015 . 0 1 0 .005

. 0 2 0 .015 . 0 1 0 . 0 1 0

4 .015 .015 . 0 1 0 .005
.015 .015 . 0 1 0 . 0 1 0

. 0 2 0 . 0 2 0 .015 .005
5 .015 . 0 2 0 .015 .005

. 0 2 0 .025 .015 . 0 1 0

.025 .030 .030 .005
7 .025 .045 .030 . 0 1 0

.070 .035 .030 . 0 1 0

.055 .060 .030 . 0 1 0

9 .080 .035 . 0 2 0 . 0 1 0

.035 ,035 .040 . 0 1 0

. 1 0 0 .080 .055 . 0 1 0

1 1 .090 .090 .045 . 0 1 0

.070 .055 .050 .015
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K  '
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.03
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Absorbancia medida a 
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Fig. 11.- Influencia de la concentracion de Karmex en el
crecimiento de Chlamydomonas o b l o n g a , a 28°C e
Iluminacion constante.
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TABLA XII
Influencia de la concentracion del Herbicida SIMAZINA 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

dias^^^
Control 1 0  ' 1 0 0 1 0 0 0

0  horas .005 .005 .005 .005
.005 .005 .005 .005

1 .005 .005 .005 .00 5
.005 .005 .005 .005
.005 .005 .005 .005

2 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0

. 0 1 0 . 0 1 0 , 0 1 0 . 0 1 0

. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0

3 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0  ■
. 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0

. 0 2 0 . 0 1 0 . 0 1 0 . 0 1 0

4 . 0 2 0 .015 . 0 1 0 . 0 1 0

. 0 2 0 ' . 0 2 0 .0 : 0 . 0 1 0

.030 .015 .015 .015
5 .035 .015 .015 . 0 1 0

.035 . 0 2 0 .015 . 0 1 0

.060 .030 . 0 2 0 .015
7 .060 .030 .015 .015

.070 .040 . 0 2 0 .015
,065 .045 .025 .015

9 .070 .045 . 0 2 0 .015
.075 .040 .025 .025
.085 .055 .030 . 0 2 0

1 1 .095 .060 .025 . 0 2 0

.105 .050 .030 .030
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Abs.
Absorbancia medida a 
900 Concentracion de 

SIMACIMA en ppm

Control

0 looo

1 2 3 y 5 6 7 8  1 ID If d l a S

Ffg. 12.- Influencia de la concentracion de SImazIna so­
bre el crecimiento de Chlamydomonas oblo n g a , a
28°C e Iluminacion constante.
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TABLA XIII
Influencia de la concentracion del Herbicida ATRAZINA 

en el crecimiento de Chlamydomonas oblonga

Control 1 0 1 0 0 1 0 0

0  horas .005 .005 .005 .005
.015 . 0 1 0 . 0 1 0 .015

1 .015 . 0 1 0 . 0 2 0 .015
. 0 1 0 .015 . 0 2 0 .015
. 0 1 0 .015 . 0 1 0 .015

2 . 0 1 0 .015* . 0 2 0 .015
. 0 1 0 .015 . 0 2 0 .015
. 0 2 0 . 0 1 0 . 0 2 0 .015

3 .015 .015 .025 .015
.015 .015 .025 .015
.030 .025 .030 . 0 2 0

4 .040 . 0 2 0 .030 .015
,030 .015 .025 .015
.040 .035 .030 .030

5 .040 .035 .030 .035
.050 .025 .025 .025
.080 .070 .050 .045

7 .085 .070 .045 .035
.08 5 . .055 .035 .030
. 0 1 1 .090 .065 .060

9 . 0 1 1 .095 .065 .040
. 0 1 0 .065 .060 .040
.125 .090 .075 .070

1 1 .125 . 1 1 0 .045 .050
. 1 2 0 .080 .070 .050
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Absorbancia medida a 
900 mjL/.Concentrocio'n de 
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/ 1000

••••

Fig, 13,- Influencia de la concentracI6n de Atrazlna so­
bre Chlamydomonas o b l o n g a , a 28®C e Iluminacion
cons tan t e .
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V.3, ESTUDIO DE PIGMENTOS
Se estudian los pigmentos posibles del control, como pun 

to de referenda para el comportamiento de los mismos en 
Chlamydomonas despues tratadas con herbicidas y detergentes 
a la dosis de 1 0 0  ppm, elegida por no resultar letal a las 
48 horas.

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

Tomando cultivos de Chlamydomonas en medio proteosa-pep- 
tona, que ban crecido a temperatura ambiente, pH 6,5 e ilu 
minacion constante, se lavan dos veces con tampon fosfatos 
de pH 6,9 y centrifugandolos a 6500 r.p.m. durante 20 minu­
tes, se eluyen en acetona al 85% toda la noche.

Usando plaças de Silicagel Guach Stall como fase fija; 
eter-petroleo y propanol (99:1) como solvente y trente de 
16 cm y manteniendo en cubetas cerradas y en oscuridad,al 
cabo de 40 minutes los frentes alcanzados por los distintos 
pigmentos son:

Frentes moviles;
- 15 cm; Rf = 15/15 . 100 = 100
- 7,1 cm; Rf = 7,1/15 . 100 = 47,3
- 7 cm; Rf = 7/15 , 100 = 46,6
- 5,8 cm; Rf = 5,8/15 . 100 = 38,6

Por tanto, segun referencia tomada de BUNT (J.S, Nature, 
203, 1261; 1964) y nuestros propios datos, calculando per 
aproximacidn tendremos:
- Rf = 38,6 corresponde a 65, posible “VIOLAXANTINA"
- Rf = 46,6 corresponde a 92, "CLOROFILA a”
- Rf = 47,6 corresponde a 96, "CLOROFILA b"
- Rf = 100 corresponde a 100, "0 , CÀROTENO"

b) Para reafirmar la presencia de estes pigmentos, también 
per cromatografia en capa fina, siguiendo a MARGARET HOLDEN
(1962):

Actuamos como en el case anterior, eluyendo en acetona.
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Chlamydomonas cultivadas en medio normal y en las condici^ 
ri.es y tiempo ya fijadas.
- Se toma como frente fijo 15 cm.
- Fase fija Kieselgel (10 mg, en 20 ml de agua).
- Solvente: Eter-petr6 leo, Isopropanol y agua destilada (KIO 

cc, 10 y 0,25 cc).
Se meten las plaças con los pigmentos colocados en el 

frente inicial y se introducen en cubetas conteniendo el 
solvente, en la oscuridad.

A los 6  0 minutes aproximadamente, alcanza el frente.
Se sacaron las plaças y rasparon por separado las manchas, 
echandolas con tampon fosfatos en tube de espectro.

El frente alcanzado por ellas fue: 15; 5,4; 5,4 y 4,7
cm.

Se recorrio la escala con cada uno de ellos, entre 335 
y 700 my.

Los resultados se expresan en las graficas 14, 15, 16 
y 17, cuyos maximes parecen corresponder a los pigmentos 
encontrados por el primer procedimiento. Es decir, cloro- 
filas a y b; 0 -caroteno y como dudosa Violaxantina.
c) Medida de los pigmentos por espectrofotometrfa. Se e£ 

tudio 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

tes. Se lavaron dos veces con tampon fosfatos (pH 6,9) y 
tras decantar, se eluyd en acetona al 8  5% durante la no­
che, en nevera.

A la manana siguiente se midio el espectro evitando en 
todo memento la oxidacion de pigmentos, tapando las gradi 
lias con papel de estano.

Los resultados se expresan en la grafica n® 18 que re­
présenta longitudes de onda-D.O.

- Tomando esta grafica como referencia, se procedio a estu- 
diar los cambios sufridos en los pigmentos, por la accion
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de los herbicidas y detergentes, usados como producto uu- 
mercial, a la concentracion de 0 ,0 1 %.

Los resultados se expresan en las grâficas 14 a 24 i n d u  
sive.

Los detergentes producen una râpida destruccion de las 
clorofilas y carotenoides como dedujeron GOEDHEER (1958) y 
NEWTON (1963) en sus estudios sobre el efecto del SDS sobre 
cromatoforos.

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 
bolica, apareciendo plastoglobulos osmiofilos, en un proceso 
similar al de envejecimiento, aunque mas rapido y variado 
cronologicamente, segun confirman los estudios de BAUER (1969) 
y DODGE (1970).

El g-caroteno aunque protege contra la fotooxidacion, dis 
minuye segun 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 g-caroteno y vioiu*,. 
tina.

Los compuestos bromados como el Hyvarx y los derivados de 
la urea como indica MEES (1960), tienen accidn similar pero 
retardada con respecto a la accion râpida de las sales de bî  
piridilo sobre los pigmentos, mientras que los derivados de 
las Triazinas reducen las clorofilas eh un 50% marcândose el 
aumento del g^caroteno. ATKINS y TCHAN (1967); BALEZINA (1967); 
LIPNICKAJA y KRUGALOW (1967); PLATONOWA (1967); KIRKWOOD, 
FLETCHER y SMITH (1970); PANTERA (1970).
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Fig. 1 7 - Absorciôn del espectro de Violaxantina, 
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LissapolAbs.

Fig, 1 9,- Absorciôn del espectro del conjunto de pigmen­
tos de Chlamydomonas oblonga crecldos en medio
conteniendo Lissapol.
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tos de Ch]amydomonas oblonqa crecfdos en medio 
contenlendo SDS.
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F i g .  21.- Absorcion del espectro del conjunto de pigmen-
tos de ChIamydomonas oblonga crecidos en medio
contenlendo Trioxone.



- 71 -

Abs.

. tly a
Diquat

380
F{g. 22.- Absorcîôn del espectro del conjunto de pigmentos

de C h 1amydomonas oblonga crecidos en medio conte
niendo Diquat.



. 72 _

Abs.

Lorox

380

Ffg. 23." Absorcl6n del espectro del conjunto de pfgmentos 
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Fig. 24.- AbsorclÔn del espectro del conjunto de pigmentos 
de ChIamydomonas oblonga crecidos en medio conte^ 
nIendo S imac Ina.
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V.4. ÜLTRAESTRUCTURA DE CHLAMYDOMONAS OBLONGA

a) Control
Este organisme, cultivado en medio liquide de Proteosa- 

-Peptona, sin tratamiento especial ninguno, durante 48 ho- 
ï‘ds a temperature ambiente e iluminaciôn constante, fue fi- 
jada con Glutaraldehido al 3% durante 2 horas; posterior- 
mente, en OsO^, durante una hora a 0®C y otra hora mas a tem 
peratura ambiente, utilizando siempre tamp6 n fosfatos a pH 
de 7,3.

La inclusion se efectuo en résina epoxi "Araldita",
Las observaciones de les certes 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 2 1  y cuya descriptive se 
relata a continuacion.

De acuerdo con las observaciones al microscopio optico, 
se trata de una especie de Chlamydomonas, de forma ovoide, 
de, aproximadamente, 2 0  y de diametro, en el que se distin­
gue la membrane celular rodeada por otra de naturaleza celu 
losica. Las dos terceras partes del citoplasma estân ocupa- 
das por un gran cloroplasto de forma de copa, en cuyo inte­
rior hay un pirenoide esfêrico rodeado por laminas de almi- 
don. En un ângulo anterior del cloroplasto y contra la pa­
red se encuentra el estigma.

En el tercio anterior de la celula, e s t â el nucleo, dos 
vacuolas contractiles y dos flagelos, cuya membrane externa 
résulta de la evaginacion de la membrane celular. Son per­
ceptibles tambien algunas mitocondrias apoyadas en muchas 
ocasiones en hundimientos del cloroplasto o bien entre éste 
y la membrana plasmâtica. El aparato de Golgi, proximo al 
nucleo,esta reprçsentado por un apilamiento de dictiosomas. 
El reticulo endoplasmatico se encuentra localizado en una 
Xînea que corre paralela con la membrana del cloroplasto,

Varaos a describir separadamente cada uno de los elemen- 
tos descritos.
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Membrana celular.- El citoplasma esta rodeado por una mem 
brana delgada tensa y continua, mostrando en algunos frag^ 
mentos estratificacion évidente. En el polo anterior la 
membrana se evagina, para cubrir a los dos flagelos, mien 
tras que en el resto de la celula sigue la curvatura de 
la celula. Puera de la membrana plasmâtica, hay una mem­
brana continua de menor densidad que corresponde a la mem 
brana celulosica, la cual caracteriza a este genero; es­
tas observaciones coinciden con las llevadas a cabo por 
PRESTON en 1951 y SA6 ER y PALADE en 1956.

La membrana celulosica se encuentra estrechamente ada£ 
tada a la plasmâtica, o separada de ella por un espacio 
mâs o menos ancho, ocupado por un material de densidad va 
riable, lo que prueba la independencia de estas estructu- 
ras. Finalmente la parte mâs externa de la pared celular, 
estâ cubierta por una tercera capa de material denso, que 
corresponde a la câpsula vista al microscopio optico, 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 basai que résulta del acoplamiento de los dos cuer 
pos basales, uno por cada flagelo existante. En algunos 
cortes se puede observar la seccion transversal de estos 
flagelos, mostrando una membrana externa que envuelve, a 
diez pares de tubulos, uno de los cuales es de posicion 
central. La membrana externa de los flagelos es una conti 
nuacion de la plasmâtica.
Sistemas de membranas del citoplasma.- Hay dos sistemas 
de membranas en el citoplasma del genero Chlamydomonas 
oblonga: uno consta de tubulos y vesiculas intercomunica- 
das, la mayor parte de las cuales se asocian con pequenas 
particulas densas, que corresponden por su morfologla y 
localizaciôn al reticulo endoplasmâtico de la cêlula ani­
mal. El otro sistema estâ representado por apilamientos 
compactos de vesiculas laminares prâximas al nucleo y que
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como senalan SAGER y PALADE, DALTON (1954), HAGUENAU (1955), 
pueden representar a los dictiosomas de las células anima 
les, principalmente de los invertebrados, SjSSTRAND (1954).

Estos dos sistemas de membranas, presentan comunicacio 
nés entre si, que permiten el paso de sustancias a su tra 
ves, por lo que se les puede considerar como el sistema 
circulatorio del citoplasma, de acuerdo con lo que senalan 
PALADE y SAGER (1957).
Reticulo endoplasmâtico.- Estâ representado en cortes Ion 
gitudinales 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 particules peque­
nas y densas, que deben representar a los ribosomas. En 
otros generos de Chlamydomonas, este reticulo no tiene 
orientacion fija, mientras que en el que nosotros descri- 
bimos, estâ en el tercio anterior del organismo, paralela 
mente dispuesto al borde anterior del cloroplasto.

Ademâs de las particulas proximas a la membrana del re 
ticulo endoplâsmico, hay otras de naturaleza similar es- 
parcidas a traves 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 proximas al nucleo. 
Corresponden a las vesiculas planas relativamente grandes 
y elementales senaladas por SAGER y PALADE (1957) en Chla- 
mydomonas reinhardi y por GATENBY (1955). El extremo de 
estas vesiculas estâ dilatado en forma de ampollas. El con 
junto de estos perfiles estâ rodeado por multitud de ele- 
mentos ovales o circulares de unos 30 a 50 nm, en contac­
te o separadas de las cisternas. Estos apilamientos son 
semejantes a las estructuras descritas en celulas anima­
les como aparato de Golgi por DALTON (1954) y otros auto- 
res.

En Chlamydomonas oblonga existen cinco cisternas por 
seccion en torno al nucleo, asociadas con vesiculas.



- 77 .

Mitocondrias,- Tienen forma de bastôn, semejantes a las 
de los tejidos animales, rodeadas de una doble membrana. 
La interna se invagina formando las crestas mitocondria- 
les, cuya orientacion varia respecto a la de los animales, 
por no estar orientadas perpendicularmente al eje longitu 
dinal, raz6 n por la que las mitocondrias presentan cres­
tas tanto en secciones transversales como en longitudina­
les, Su numéro tambiân menor que en las celulas animales, 
varia con el estado fisico de la cêlula, segun senala PA­
LADE (1953) y SAGER y PALADE (1957). En algunas circuns- 
tancias los cortes presentan mitocondrias entre los lobu­
les de las lamelas del cloroplasto por estar situada so­
bre el mismo o entre el cloroplasto y la membrana plasmâ­
tica. PITELKA (1963).
Vacuolas.- Aparecen entre el nucleo y la cara concava del 
cloroplasto en numéro variable. Se reconocen por su alta 
densidad debida a una serie de cuerpos de gran polimorfis 
mo embebidos en la matriz.

Las dos vacuolas contrâctiles que se describen median- 
te el microscopio de contraste de fases, no son claramen- 
te observables.
El nucleo.- Localizado en la concavidad del cloroplasto, 
aparece como un cuerpo mâs o menos ovoide de dos y de diâ 
métro. El 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 proximo a la membrana, si la fijacidn se prolonge 
en exceso. La envuelta nuclear consta de dos membranas se 
paradas por un espacio y perforadas por poros relativamen 
te grandes de distribuciôn irregular; la externa présenta 
particulas distribuidas en la superficie que estâ en con­
tacte con el citoplasma.
Cloroplasto.- Es el organo mâs caracteristico del genero 
Chlamydomonas dado su tamano y morfologîa.

Este orgânulo altamente organizado, contiene no solo
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pilas de lamelas sino tambiôn 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), Estes ultimes auto- 
res, usando el metodo del CsCl, dan una proporcion de 3 3 
a 36% de guanina-citosina, en las areas del cloroplasto.

La existencia de una estructura interna en el cloro­
plasto, ha sido descrita en varies estudios por nûmerosos 
investigadores, como RABINOWITCH, WEIER, STOCKING, FREY- 
-WYSSLING, MUHLETHLER y GRANICK,

Ya en 1880 estos plastos eran descritos como corpuscu­
les oscuros llamados "grana” rodeados por un claro estro- 
ma. A partir de entonces y a la luz del microscopio opti­
co, se propusieron numerosas teorias, destacando dos he- 
chos fondamentales: 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- 
1 ar.

La evidencia de la organizacion lamelar del cloroplas­
to se debe al microscopio de polarizacion, siguiendo las 
observaciones de SCARTH (1924) sobre la birrefringencia y 
dicroismo del cloroplasto.

Actualmente los estudios sobre este orgânulo se comple 
tan a la luz del microscopio electronico. Se trata de una 
estructura heterogenea, constituida por pequenos grânulos 
llamados grana, incluidos dentro del estroma. Los grana 
estân formados por vesiculas aplanadas que aparecen como 
densas bandas paralelas a la superficie del cloroplasto. 
La estructura interna varia considerablemente entre algas 
y plantas superiores, pero en ambos casos la estructura 
bâsica estâ compuesta por finas membranas mâs o menos con 
tinuas que en las algas verdes forman sacos aplanados lia 
inados 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
tension. En los vegetales superiores, los discos se super
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ponen a mènera de pilas de monedas, cpnstituyendo los gra 
na que se comunican por medio de tubulos llamados inter- 
grana. En uno y otro caso existe una matriz de baja dens^i 
dad dentro de la cual se encuentran estas laminas, alter- 
nando con granos de almidon y otros de naturaleza lipidi- 
ca.

Estudios recientes sobre la ultraestructura de los gra 
na, muestran que estân formados por compartimientos super 
puestos cerrados a los que se désigna con el nombre de t_i 
lacoides, cuyo numéro varia segun las especies entre 5 a 
50 o mâs.

En el genero Chlamydomonas oblonga las lamelas tienen 
una configuracion particular, ocupando generalmente lac ma 
yor parte del cloroplasto, diseminadas en zonas que con- 
tienen una materia de finos grânulos y a veces entre cuer 
pos homogeneos que corresponden a granos de almidon. Las 
‘lamelas aparecen en parejas constituyendo vesiculas cerra- 
das llamadas discos, que se apilan en numéro variable ( 2  

a 2 0  unidades) e irregularmente distribuidos en el cloro­
plasto.

En los trabajos de GÛODENOUGH, ARMSTRONG y LEVINE (1969) 
los discos encontrados en Chlamydomonas reinhardi,mutante 
"ac-31”, corresponden a membranas tilacoides de alta acti 
yidad en la segunda fase de la fotosintesis. SCHOR, SIEKE 
WITZ y PALADE (197 0) encuentran estas mismas membranas en 
la forma silyestre de la citada especie. En nuestro caso 
los discos que integran los grana, pueden por su ultraes­
tructura corresponder a tilacoides, pues estân constitui- 
dos por pares de membranas unidas en sus extremos, conte- 
niendo lipoides, pigmentos fotosinteticos y citocromos.

La presencia de discos apilados a manera de grana en 
el cloroplasto de Chlamydomona s alga filogeneticamente 
muy lejana a las plantas superiores puede representar un 
estado de transicion, en la eyolucion entre el contenido 
lamelar no grana tipico de las algas, y el de las plantas 
superiores con su usual uniformidad y regular disposicion
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de sus grana.
En cuanto al significado funcional de los discos lame- 

lares, los autores se han preguntado si se trata de unida 
des estructurales dentro del cloroplasto con una especial 
mision funcional, y le han asignado très funciones;

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

2) Como unidades fotosinteticas,segun el supuesto dado 
por WOLKEN y SCHWERTZ (1953),para quienes el numéro mâxi- 
mo de moleculas de clorofila contenidas en un disco es de 
2,4.10^ para espinacas, cantidad considerablemente mâs a^ 
ta, que la unidad fotosintetica senalada por EMERSON y AR 
NOLD (1932) en Chlorella. No obstante, si la cantidad de 
clorofila por disco pudiera variar experimentalmente, po 
dria determinarse el numéro minimo de moleculas de cloro­
fila por disco, requeridas para la actividad fotosinteti­
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 generico de estroma. El concepto 
de estroma como distinto de grana no es muy defendible, 
pues el microscopio electronico 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 termino estroma y hablar solo de 
una matriz continua que rodea y pénétra los grana y que 
embebe los discos.

Hay, sin embargo, diferencias localizadas entre la ma­
triz del cloroplasto ilustradas con la presencia de grânu 
los densos (presumiblemente lipidos) y pequenas particu­
las (ribonucleoproteinas) en las regiones intergrana y 
por su ausencia en los espacios entre los discos.
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Membranas limitantes,^ Sin embargo, la existencia de un.u 
membrana limitante alrededor del cloroplasto :s un^ 
tion sujeta a estudios, micrografias publicadas de mate­
rial muy bien preservado demuestran claramente la presen­
cia de taies membranas. En secciones bien orientadas de 
Chlamydomonas, se puede evidenciar que dos membranas dis- 
puestas una junto a otra alrededor del orgânulo (confirma 
do en cloroplastos de plantas superiores) forman una en­
vuelta de cloroplasto similar en su estructura y constitu 
d o n  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. Tas d o  

bleces de la membrana del cloroplasto estân relacionadas 
probablemente con estas anastomosis. Su presencia y la 
existencia de una cisterna entre las dos membranas del 
cloroplasto, hace posible la transferencia de materiales 
entre el sistema de vacuolas del citoplasma y plastidio 
sin contacte directo entre el citoplasma y la matriz del 
cloroplasto. En segundo lugar, la doble membrana puede 
ser importante en el proceso de formacion lamelar (forma- 
cion de las lamelas), particularmente si la lamela apare­
ce por invaginacion de la membrana interna. Es interesan- 
te que los cloroplastos y mitocondrias estân rodeados por 
dos membranas sucesivas y es posible que en ambos orgânu- 
los, esta disposicion représente una solucion comun para 
los problemas similares. En vista de las ultimas especula 
ciones en literatura citolôgica concernientes a la rela- 
cion entre cloroplasto y mitocondrias, podria destacarse 
que a pesar de la similar estructura mencionada, no hay 
evidencia de una relacion en el desarrollo entre estos dos 
orgânulos en Chlamydomonas.
El pirenoide.- Es una region 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 considéra como un orgânulo relacionado 
con la sintesis del almidon, ya que tiene gran cantidad 
de protelnas y esta generalmente asociado con granos de 
almidon. Algunas algas, incluidas las Diatomeas, y algu­
nos Dinoflagelados, contienen pirenoide pero no forman al 
midon; alli el pirenoide parece estar asociado con el al- 
macenamiento de lipidos.

En Chlamydomonas el pirenoide no contiene lamelas y, 
por consiguiente, presumiblemente tampoco clorofilas. Estâ 
caracterizado por una red de tubulos embebidos en la ma­
triz de denso material finamente granulado. La matriz del 
pirenoide es continua con la del cloroplasto y los tubulos 
se conectan con los discos del plasto circundante, Estos 
tubulos pueden representar un sistema para conducir pro- 
ductos de fotosintesis desde las lamelas, a las regiones 
especializadas para la sîntesis de almidon.

Aparentemente el pirenoide no es un sistema obligado, 
pues el almidon se encuentra almacenado tambien en otras 
regiones del plasto, entre las pilas de los discos e iny 
cluso se conocen muchos flagelados acloricos que sinteti- 
zan almidon como Chilomonas. Sin embargo, el primer almi­
don formado estâ situado en pianos que rodeah al pirenoi­
de y solo en condiciones de acumulacion aparecen granos 
de almidon en otros lugares. Las descripciones de pirenoi^ 
des de varias algas vistos en el microscopio electronico 
como los de Euglena, WOLKEN (1953), los de Spirogyra, LE- 
yON (1953), parecen contener lamelas continuas con las 
del cloroplasto pero con diferente disposicion. En Chlore^ 
lia la situacion es comparable a la encontrada por ALBERT- 
SSON y LEYON (1954) en Chlamydomonas, quienes senalan que 
el pirenoide es un denso cuerpo amorfo, separado de las 
lâminas del cloroplasto, por lâminas de almidon y en el 
que se han notado elementos tubulares.

Teniendo présente 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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relaciôn funcional y filogenética entre estos dos componen 
tes del plasto. La situacion encontrada en Chlamydomonas , 
la cual tiene en el cloroplasto grana particularmente di- 
ferenciados un pirenoide bien desarrollado, asi como un 
deposito de almidon, extrapirenoidal, se puede usar como 
base para diferenciar la interpretacion de que el grana 
représenta un avance en la organizacion del disco del cio 
roplasto, mientras que el pirenoide es un orgânulo primi- 
tivo de sîntesis de almidon, cuya funcion estâ siendo gra 
dualmente asumida por ciertas regiones del interdisco del 
cloroplasto. En esta interpretacion, los cambios evoluti- 
vos de los dos sistemas no estân funcionalmente relaciona 
dos. Se han descrito distintos pasos évolutives segun KA- 
JA (1954), en la desintegracion del pirenoide, los cuales 
muestran una serie de tipos desde un pirenoide homogenej 
hasta el completamente disperse por todo el cloroplasto.
Estigma.- En el genero Chlamydomonas es una region del 
cloroplasto altamente diferenciada, conteniendo dos o a 
veces mâs lâminas de paquetes granulares de localizacion 
constante, emparedados entre discos perifêricos y por 
elle situados en la matriz del interdisco del cloroplasto. 
En cada lâmina los grânulos estân estrechamente apretados, 
constituyendo una sôlida barrera, para la penetracion de 
la misma.

En Chlamydomonas, el estigma tiene misiôn fototâctica, 
es decir, se le considéra como el orgânulo fotorreceptor 
de la celula. Sin embargo, HARTSHORNE (1953) encontre un 
mutante ciego en Chlamydomonas reinhardi, que no tenia es 
tigma detectable a la luz del microscopio optico presen- 
tando fototactismojpero muy reducido respecto a la cepa 
normal. Dedujo de ello que la mancha ocular no es el uni- 
co lugar de actividad fotorreceptora.

En Haematococcus, genero proximo a Chlamydomonas, el 
pigmente de la mancha ocular ha sido identificado como 
astaxantina, pigmento anteriormente encontrado unicamen- 
te en los invertebrados. WALD (1953).
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Aparentemente los csrotenoides han side asociados coi. 
la fotorrecepcion de los primeros tiempos de la evolucion.
ADN contenido en el cloroplasto.- RIS y PLAUT (1968) en- 
contraron en Chlamydomonas moewusii a la luz del microsco 
pio electronico y por diverses metodos 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 mâs 
formas irregulares conteniendo ADN, generalmente en la V£ 
cindad del pirenoide. Por microscopia electronica se reve 
1 6  la presencia de microfibrilles de 25 X en estas âreas 
que corresponden a macromoleculas de ADN, con respecto a 
su localizacion, morfologîa y sensibilidad para la diges­
tion de ADN. La posibilidad de que este material forme 
parte del sistema genético del cloroplasto y la hipotesia 
de que este organoide présente un desarrollo endosimbioti 
co ha sido objeto de discusion entre nûmerosos 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 taies aseveraciones.
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Fot. 1,- Esquema de la morfologîa de Chlamydomonas, torna­
do del trabajo original de SAGER y PALADE (J. Bio- 
physic and Bioqhera. 1957 Vol. 3). c = cloroplasto; 
es = estigma; py = pirenoide; n = nucleo; cv = va- 
Guola contâctil; k = grânulo basai de un flagelo; 
f = flagelo; sp = zonas de condensacion de almidon 
delimitando al pirenoide.
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Fot. 2.- Fotograffa electrdnica a médianes aumentos de un 
corte de Chlamydomonas oblonga fijada con OsO^ e 
incluida an Araldita.

Se distingue bien el nucleo en posicion tîpica- 
mente excentrica con un nucleolo central y una do­
ble membrana, en la que se observan zonas de adhe-. 
si6 n que constituyen el substrate morfologico de 
los poros nucleares. Entre ambas se observa un espa 
cio solo interrumpido por las citadas zonas de adhe 
sion. La mayor parte del volumen de estas celulas 
esta ocupada por el cloroplasto que de Vodo tipico, 
présenta el pirenoide en situacion central y a cau­
sa de la fijacion y deshidràtacion, 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 nucleo ni por 
el cloroplasto se puede observar abundante cantidad 
de ribosomas y vacuolas con material de reserve de 
caracter heterogeneo. Por fuera, rodeando a la mem­
brana celular, observâmes una gruesa câpsula, de ma 
terial poco denso al paso de los electrones. 
Negativo n® 12.063.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 22.200.
n = nucleo La = lamela
cr = cromatina c = cloroplasto
re = reticulo endoplâsmico _ matriz del cloro-
go = golgi plasto
mi = mitocondria “ pirenoide

cp = câpsula
V = vacuola
av = ârea vacfa
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Fût. 3,- Fotografia electr6 nica de una seccidn de céluXas en 
division, de Chlamydomonas, en la que se observa la 
tfpica disposicion del aparato de Golgi, fornado por 
cinco sâculos 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 
reticulo endoplasmico rugoso.

En la Chlamydomona que se observa parcialmente, 
en la parte superior de la fotografia, aparece un 
tubo del retfculo endoplasmico rugoso, cortado a lo 
largo, asimismo una mitocondria muy larga, densaraen 
te tefiida, con crestas de direccion paralela a su 
eje mayor (como se describe anteriormente),
Negative 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 
endoplasmico rugoso formado por membranes que tie­
nen adosados ribosomas. La orientacion de este ele­
mento tubular paralela al borde concavo del cloro- 
plasto, ha sido descrita como tipica de las especiei 
Chlamydomonas globosa y Chlamydomonas oblonga. 
Negativo n° 10.448.
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 63.000.
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Fot. 5.- Fotograffa electronica a grandes aumentos, nostran- 
do claramente una mitocondria de matriz no tan dan­
sa como la observada en fctografias anteriores, con 
crestas tubulares, qua aparece entre los grupos de 
lamelas del clorpplasto, aunque esta localizacion 
de las mitocondrias puede parecer atipica.
Negativo n° 10.440.
Aumento inicial 11.000.

• Aumento final 33.000.
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Fot, 6,- Fotografia electronica de an norte de Chlamydonio- 
nas oblonga en la que se observa muy bien la tipi 
ca disposicion en forma de copa del cloroplasto. 
Asimismo, es muy llamariva la disposicion de las 
lamelas formando zonas de mayor condensacion 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 electronica de una vista general de la 
regidn perinuclear. El nucleo esta rodeado por n n u  
doble membrana con pequeno espacio perinuclear. En 
algunas zonas de la membrana externa se observan ri 
bosomas. En el interior, la cromatina aparece en al_ 
gunas zonas ordenada en cfrculos, imagenes 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 disposicion circular de los acumulos de lame- 
las del cloroplasto, que forma un intrincado retf 
culo, cuyos espacios vacfos estân 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 obseryar Xas mpdific^ciones uXtraestructuralés pro- 
duçidas por los antibiologicos elegidos, hemos procedido Da 
jp las mismas condiciones que en los contrôles.

En la descriptiva de las siguientes fotografias, que co- 
rresponden a la accion de herbicides y detergentes, sobre 
los organoides citoplasmâticos, principalmente cloroplastos 
y sistemas de membranas, podemos observer:

Los detergentes actûan por su gran poder tensoactivo, 1^ 
sando los sistemas de membranas y componentes ribosomicos 
citoplasmâticos, vacuolizando el protoplasma. Estas vacuo- 
las aparecen rellenas de productos del catabolismo celular. 
Destruyen el sistema de pigmentos con la consiguiente dismi^ 
nucion de la actividad fotoquimica de acuerdo con lo indica 
do por NEWTON (1963), en sus estudios sobre la accion del 
SDS sobre cromatoforos bacterianos.

En cuanto a la accion de los herbicidas, las fotografias 
electrônicas tomadas de cloroplastos tratados con sales de 
bipiridilo, muestran que transcurridas seis horas se produ- 
cen cambios en los sistemas de membranas; ciertos orgânulos 
como los cloroplastos, mitocondrias y nucleos son alterados, 
ya que normalmente estân contenidos dentro de dos membranas; 
la plasmâtica que se adhiere a la pared celular y la que Id̂  
mita a cada organoide.

Estas mismas sales actuan separando a la membrana plasma 
tica de la pared celular; los cloroplastos se retraen, pero 
la estructura tilacoide varia 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 alteracion de las membranas 
limitantes de las vacuolas, asi como por la ulterior produc 
cion de radicales libres debidos al transporte de electro- 
nes fotosinteticos, tienen un alto papel toxico sobre todo 
en condiciones de iluminaciôn.

Estudios hechos sobre la ultraestructura de celulas de 
los cotiledones de lino muestran una progresiva y espectacu
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lar destrucci6n de los orgânulos celulares, segun afirma 
DODGE (1971), La mitocondrias, tras 6 horas de tratamiento 
se rompieron por el hinchamiento sufrido al cambio de la 
presion osmotica. La estructura ordenada de los tilacoides 
de los cloroplastos, mostro una desintegracion progresiva 
mas Clara a medida que los cotiledones perdian su clorofila, 
Al mismo tiempo, en los cloroplastos en trance de romperse, 
se formaban plastoglobulos osmiofilos, los cuales aunque 
tambien son visibles en cloroplastos de hojas normales, son 
caracteristicos de ellas en estado senil. Probablemente re­
présenta una acumulacion de lipidos liberados al romperse 
las membranas de los tilacoides y otras sustancias lipoideas 
segun afirma LICHTENTHALER, (1968).

Por otro lado, se ha visto que el dano producido en el 
mesofilo celular de ciertas leguminosas, tratadas con Para­
quat era el mismo a la luz que a la oscuridad, aunque, en 
general, là accion antibiologica de estos herbicidas se re­
tarda en ausencia de luz, siendo los sintomas tipicos del 
amarilleamiento foliar que siguen a la destruccion de la 
clorofila mâs râpidos que en el proceso de vejez, segun afir 
ma BAUR (1969),

A continuacion describimos los efectos producidos por los 
detergentes y herbicidas a la vista de las fotografias elec- 
tronicas correspondientes.
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Pot. 9 Fotografia electronica panoramica de una seccion 
de Chlamydomonas tratadas con el detergente Feno- 
pon T77 (N-metil-oleil-taurida). Las tres celulas 
que aparecen fotografiadas estan modificadas^en 
su ultraestructura normal, como facilmente se 
aprecia por la comparacion de las dos fotografias 
siguientes con las del control.

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

En segundo lugar, el material que por condensa 
ci6n formaba el pirenoide, ha desaparecido tambien, 
o se encuentra disminuido y muy.modificado respec 
to a su apariencia normal. Asx mismo, las lamelas 
del cloroplasto no se visualizan.
Negativo n° 11.407.
Aumento inicial 2 3.000.
Aumento final 80.500.
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Fût. 10,- Fotografia electronica de una seccion de Chlamydo­
monas tratada con el detergente Fenopôn T7 7, en 
la que se observa en algunas zonas la gran dismi- 
nuciôn y compléta desapariciôn en otras, del mate 
rial de la câpsula. En el interior se ha produci- 
do una considerable destruccion de las estructuras 
membranosas, de forma que en el centro de la mis- 
ma aparece un ârea extensa y homogenea de muy di- 
ficil enfoque, a pesar de los diverses intentes 
de objetivar en ella. alguna estructura. Esta zo­
na central, de aspecto lechoso y desenfocado, es­
ta en continuidad con un material periférico mè­
nes modificado de aspecto granular que no recuer- 
da en nada a la fina organizacion del meterial 
testigo. En el polo superior observâmes el nucleo, 
que por su aspecto granular y carencia de delimi- 
tacion, da la impresion de tener destruida su mem 
brana. Estos resultados coinciden con los descri­
bes por NEWTON en sus estudios sobre agentes modi 
ficadores de la tension superficial.
Negativo n® 11.406.
Aumento inicial 17.000.
Aumento final 76.500.
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Fot. 11,- Fotografia electronica paronamica de una seccion 
de Chlamydomonas tratada por el detergente Dobane 
JNQ (sodiun-sulfqnato con cadenas alqullicas con 
nucleos bencenicos).

Lo mas llamativo de los resultados obtenidos 
con este producto es que las lamelas no se visua­
lizan, coincidiendo este hecho con la descripcion 
basica de la funcion del producto tensoactivo, el 
cual baja la densidad de la membrana. Incluse aque 
lias estructuras dependientes de la membrana celu 
lar, como es la capsula, se encuentra practicamen 
te desaparecida, dando la impresion de que estas 
celulas quedan desnudas en el fijador empleado. 
Solo se observa un fino material granular que cre^ 
mos constituye el producto final de la reaccion 
solubilizante de las membranas.
Negativo n° 12,103.
Aumento inicial 6,000.
Aumento final 20.400.
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Fot. 12,» Fotografia fXectrohiqa de Chlamydomonas en fase
de bipartici6n en la que se reconoce bien.la zona 
que ocupa 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 caracter predominantemente ribosomico, 
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.- Fotografia electronica de una & ^ccion de Chlamydo­
monas tratadas con DS4499 (condensado del dodecil- 
-alcohol, con 9,5 moles de oxido de etileno) . El 
aspecto de la ultraestructura de estas celulas es 
completamente distinto del que ofrecen las trata­
das con otros detergentes anteriormente descxitos.

En primer lugar, no se ha producido una complé­
ta solubilizacion de la estructura de las membra­
nas que en algunas zonas, incluso en la parte mas 
centrica, aparecen aun formando acumulos 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 
vabamos en las celulas tratadas en otros detergen­
tes, sino sobre todo en las vacuolas con membranas 
tipicas y conteniendo material homogeneo de media- 
na densidad. Estas vacuolas, de material poco den­
se al paso de los electrones, son de distintos ta- 
manos, algunos tan pequenos que semejan gotitas en 
las que progresivamente se van solubilizando los 
materiales que contienen.
Negativo n° 12.071.
Aumento inicial 6.000 
Aumento fi na1 30.00 0.
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Fot, 14,T Fotografia electronica a mayor aumento de parte 
de una Chlamydomona tratada con DS, en Ic que se 
observan perifericamente, numerosas vacuolas de 
material poco denso reconociendose la zora de ci- 
toplasma ocupada por el cloroplasto, con su dispo 
sicion reticular y en la que aun quedan algunas 
membranas sin solubilizar.
Negativo n® 12,067,
Aumento inicial 6.000,
Aumento final 21.000.
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Fot. 15.- Fqtograffa electronlca de una seccion de Chlamydo- 
monas tratada con el detergente SDS (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 numéro de membranas con la tipica 
disposicion en lamelas paralelas, que unicamente 
en algunas zonas, casi siempre entre grupos veci- 
nos, se difuminan o lo que es lo mismo solo en par 
te se solubilizan, semejando zonas mas homogeneas. 
Otros organoides como el nucleo, ribosomas, etc, 
no aparecen modificados. La capsula no se visuali- 
za, quedando, por tanto, el citoplasma practicamen 
te desprotegido.
Negative n° 11.428,
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 25.200,
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Fot. 16,- Fotograffa electronlca de una seccidn de Chlamy- 
domonas oblonga tratadas con el detergente Lissa- 
pol SNXP (condensado de nonilfenol con 9,5 moles 
de oxido de etileno). La ultraestructura de las 
Chlamydomonas se encuentra aun mas modificada 
que en las tratadas por Fenopon. Observese como a 
mas de la desaparicidn casi compléta del material 
de la capsula, en la interior se ha producido una 
casi compléta homogenizacion del material membra- 
noso, que forma la mayor parte de la superficie 
cortada y mas hacia el centro, formando un anillo 
de gruesa pared, aparece el material de reserve 
tambien homogenizado y de densidad superior al de 
la pared.
Negative n° 12.105.
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 72.000.
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Fot, 17.- Fotograffa electr6nica de una seccion de Chlamydo­
monas oblonga tratadas con el herbicide Diquat 
(1,1*-dimetil, 2,2* dibromido dipiridilo).

Las modificaciones ultraestructurales mas impor 
tantes observables, se relacionan de modo mas inten 
so con la matriz citoplasmatica que propiamente con 
el cloroplasto que aunque en algunas fotografias, 
como despues veremos, se encuentra âlterado, en 
contraste con los detergentes, no son propiamente 
las membranas del cloroplasto los sitios preferen- 
tes de localizacion de la actividad del herbicide.

Observese que solo se visualizan estructuras r£ 
siduales de procesos dé tipo litico; esto es, no 
existen ni ribosomas ni organizacion de membranas 
de ningun tipo, practicamente sin acumulos de mate 
rial de reserve. Se reconoce muy bien el cloroplas^ 
to con el pirenoide en situacion central y que a 
diferencia con los resultados obtenidos por los 
tratamientos de detergentes, se observan en el miŝ  
mo varies zonas en consonancia con sus distintos 
componentes bioqufmicos.
Negative n® 11.052.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 24.000.



- 153 -

FOTOGRvAFlA 17





F O T O G R A F I A  18



- 1 5 6 “

Fût, 18,- Fotograffa electr6nica de una seccidn de Chlamydo­
monas . Lo mas interesante de esta fotograffa es la 
buêna visualizacidn de la estructura de las membra 
nas que forman las lamelas del cloroplasto. En efec 
to, puede muy bien seguirse las Ifneas que consti- 
tuyen la estructura de la membrane con las infle- 
xiones que éstas experimentan, para constituir per 
fectos fondes de saco, a los que se les puede apl^ 
car en sentido peyorativo, el nombre de tilacoides, 
en los que en algün caso se observa algun material 
acumulado en su interior. Creemos que la razon de 
la perfecta visualizacion de estas membranas se de 
be a que, como venfamos estudiando en la fotogra­
ffa 17, los herbicidas no actuan 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
cion de algunas de las membranas que lo unfan o 
contindan uniendo al resto del cloroplasto.
Negative n° 11.181,
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 63.000.
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Fot, 19.- Fotograffa electronlca de una seccion de Chlamy­
domonas tratada con el herbicida Paraquat (1,1"- 
-dimetil-4,4 *-cation dipiridilo). La observacion 
rapida y esquematica de los resultados obtenidos 
con el Diquat y los que corresponden al Paraquat, 
muestran en principle, una gran similitud, hecho 
que esta en consonancia con el gran parecido en 
cuanto a la composicion qufmica de ambos herbici­
das (sales de bipiridilo).

En esta figura es llamativo el gran espacio va 
CIO existante en tornô al pirenoide, que sugiere 
algun efecto tensoactivo sobre sus materiales de 
réserva.

Las lamelas del cloroplasto estân en gran par­
te bien conservadas y en el citoplasma el material 
granular aparece poco modificado, habiéndose pro­
ducido vacuolas con material osmiofilo de desecho 
en su interior.
Negativo n® 11.557.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 28.200.
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Fot, 20,- Fotograffa electronlca de una seccion de Chlamydo­
monas tratada con Paracuat, en la que al igual que 
observâmes en la fotograffa anterior, se visualizan 
muy bien las membranas que agrupadas forman las tf 
picas lamelas. En la parte superior, se observa 
asimismo el nucleo, muy bien conservado con espa­
cio perinuclear visible, aunque sus correspondien- 
tes membranas estén poco conservadas. Résulta cu- 
riosa la resistencia de las membranas del cloroplas 
to a la accion del medio qufmico empleado, en con­
traste con la casi desaparicion de las demas membra 
nas citoplasmâticas que se observan en la figura 
20. Entre las lamelas y en el citoplasma se apre- 
cian multiples granos, en gran parte ribosdmicos, 
de estructura casi normal, Tambien, junto al nucleo, 
se observa una zona vacuolizada que muestra en su 
interior material osmiofilo de protefnas caracte- 
rfsticas de desecho.
Negativo n° 11.559.
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 63.000.
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Fot, 21.- Fotograffa electronics da una seccion do Chlamy­
domonas tratada por el herbicida Trioxone (2,4,5- 
-Triclorofenoxiacetico).

En primer lugar, se observa la buena conserva- 
cion de las capsulas similares a la normal estruc 
tura observada en las fotografias de control. En 
el interior, el cloroplasto aparece modificado en 
su normal disposicion porque entre los acumulos 
de membranas se ban producido unas zonas de vacuo 
lizacion, 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 aun mejor en la 
fotograffa anterior en las que estas zonas de va- 
cuolizacion estân progresivamente mas desarrolla- 
das.

En la figura 21 debemos distinguir las altera- 
ciones por vacuolizacion que produce el Trioxone, 
de los espacios vacfos, propios del cloroplasto, 
que observâbamos bien en las fotograffas del con­
trol y que constituyen un caracter normal de la 
disposicion reticulada de sus lamelas. Estas areas 
vacias del retfculo de las lamelas son numerosas 
mientras que en la fotograffa anterior son menos 
numerosas y extensas que el de las vacuolas. Des- 
tacamos,ademâs,como detalle morfologico 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.- Fotograffa electrdnica en la que se hace un estu- 
dio comparative con respecto a la figura anterior. 
Observamos que en la fotografia 21 se visualize 
muy bien el pirenoide y la extensa area de retrac- 
cion que lo circunda, mientras que en esta toda la 
superficie del corte esta ocupada por el cloropla^ 
to y el citoplasma circundante muy modificado.

La capsula se continua observando muy bien, por 
lo que creemos que esta poco modificada.
Negativo n° 11,568.
Aumento inicial 18,000.
Aumento final 72.000.
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Fot. 23.- Fotografia electronica de una seccion de Chlamydo- 
monas tratada por el herbicida Hyvarx (5 bromo-3- 
-sec-butil-, 6-metil-uracil) , que actua cci. o vene- 
no celular produciendo grandes destrucciones de la 
celula, tanto a nivel del cloroplasto como sobre 
la matriz citoplasmatica.

Puede reconocerse muy bien que, mas que la alte^ 
racion de las membranas, el efecto producido es la 
densificacion del material interlamelar, aparecien 
do densamente tenido. En el nucleo la cromatina e^ 
ta desdibujada debido a su alteracion,
Negativo n® 11.864.
Aumento inicial 18.000,
Aumento final 72.000.
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Fot, 24.- Fotografia electronica de una seccion de Chlamydo- 
monas en la que se observa un detalle de las lame- 
las del cloroplasto todavia visibles. As! mismo a 
la izquierda de la célula aparece una zona margi­
nal del citoplasma no alterada. La capsula, aunque 
disminuida en grosor, esta aun presents. Hay una 
gran area redondeada de la que parten lamelas y en 
cuyo centre destaca un gran acdmulo de material 0 £ 
miofilo, quiza material de destruccion, provodado 
por la substancia empleada,
Negativo n® 11.865.
Aumento inicial 18.000,
Aumento final 72,000,
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Fot, 25._ Fotografia electronica de una seccion de Chlamy- 
domonas tratadas con el herbicida Lorox: -3-(3,4- 
-diclorofenil)-l-metoxi-l-metilurea. Este herbici 
da que actua sobre la segunda fase del ciclo lum^ 
nico de la fotosintesis, produce sobre la matriz 
citoplasmatica de estos protozoos una considera­
ble alteracion, mientras que las membranas del 
cloroplasto se conservan casi integramente. Solo 
en algunas zonas, como la correspondiente al polo 
inferior de esta figura, presentan algunas membra 
nas destruidas. El pirenoide esta bien conservado, 
aunque el espacio claro situado a su alrededor 
aparece en parte ocupado por las sustancias de la 
matriz citoplasmatica destruida. En el polo supe­
rior se observa bien el nucleo que muestra dos 
areas vacias, posiblemente correspondientes al nu 
cleolo, que ha sido destruido en su components rî  
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.- Fotografia electronica 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 pequena redon 
deada de material lipoideo. En el resto, la ma­
triz citoplasmatica se muestra muy alterada, 
Negativo n° 11.884,
Aumento inicial 18.000.
Aumento final 7 2.000.
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Fot. 27,- Fotografia electronica de una seccion de Chlamy­
domonas tratada por>el herbicida Karmex = 3-(3,4- 
-diclorofeniD-l ,1-dimetilurea. El efecto de este 
herbicida produce uha destruccion mucho mas inten 
sa en la célula, tahto a nivel citoplasmatico, co 
mo sobre el sistemai de membranas del cloroplasto. 
Esta destruccion se acompana de una vacuolizacion 
con formacion de material homogéneo de mediana 
densidad, en el que^parecen flotar los restos del 
material destruido probablemente no solubles en 
el mismo. Salvo la capsula que aparece medianamen 
te conservada en el interior de estas Chlamydomo­
nas , no se reconoce estructura alguna que recuer 
de el patron nbrmal, Incluso por las intensas mo- 
dificaciones de la estructura normal de estas cé- 
lulas provocadas por el Karmex, la consistencia 
fisica se modifies presentando gran resistencia 
al hacer secciones por el ultramicrotomo. Asimis- 
mo dificilmente se observan células complétas. 
Negativo n° 11.991.
Aumento inicial 6.000.
Aumento final 26.400.



-193  -

FO T O G R A FIA  27





F O T O G R A F I A  28



» 196 -

Fot. 28.- Fotograffa electr6 nica de distintas secciones de
Chlamydomonas tratadas por el herbicide Karmex qua 
ratifican lo expuesto en la descripcion de la foto 
graffa 27.
Negativo n° 11.892.
Aumento inicial 6 .0 0 0 .
Aumento final 26.400.
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tot. 29.- Fotograffa electronica de una seccion de Chlamydo- 
monas tratadas con el herbicida Simazina = - 2 -clo- 
ro-4,6-bis (etilamino)-s-triazina. Las alteracio- 
nes que provoca esta sustancia se localizan tanto 
en el cloroplasto como en la matriz citoplasmatica. 
En el cloroplasto, alguno de Ins campos de la es- 
tructura de las membranas que forman las lamelas, 
se encuentran, al menos, parcialmente destruidos, 
continuidad. de la estructura de las lineas mediana 
mente densas que los forman. Este es un aspecto 
traestructural que consideramos tfpico de la accion 
de este herbicida.

La matriz interlamelar aparece en este case tarn 
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.- Fotograffa electronica de otra seccion de Chlamy­
domonas ,tratadas con el mismo antibiologico que 
las anteriores, en la que la destruccion y homoge 
nizacion de la membrana de cloroplasto es mas in- 
tensa que en los casos anteriores, pero teniendo 
una intensa densidad probablemente fundamentada 
en su osmiofilia. En el citoplasma se observan tarn 
bien dos vacuolas de caractères parecidos a los 
de la figura 23* Asimismo se aprecian algunas zo­
nas de citoplasma con material granular solo me- 
dianamente modificado.
Negativo n® 11.974.
Aumento inicial 6  2 mA.
Aumento final x 4,3.



- 205 -

m:
%



< ( ( < ( ( ( ( < (



F O T O G R A F I A  3 1



-  2 0 8  -

Fot. 31;- Fotografia electronica de una seccion de Chlamy­
domonas , tratadas c6 n el herbicida Atrazina =(-2- 
cloro-4-etilamino-6-isopropilamina-s-trizaina).

El efecto de estas sustancias se manifiesta 
con respecto al citoplasma en una intensa solub_i 
lizacion de las membranas, mas intensa en lo que 
respecta a las nucleares y por la produccion de 
zonas de solubilizacion de sustancias, tipo vacuo 
las, aunque sin membrana, que cuando estan 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 electronica a mayores aumentos de par­
te de una Chlamydomona tratadâ con Atrazina,al ob 
jeto de observer la ultraestructura del pirenoide 
y su fntima relacion 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 ELECiivuNru/..

En los estudios realizados sobre la ultraestructura de 
Chlamydomonas oblonga, hemos visto la acusada accion de los 
herbicidas y detergentes elegidos sobre los distintos compo 
nentes celulares, especialmente sobre los sistemas de mem­
branas (nuclear, celular, lamelar) y matriz citoplasmatica. 
Por otro lado, en el capitulo V.2, se resenan los resulta- 
dos obtenidos por espectrofotometria en relacion con la 
accion de estos antibiologicos sobre los pigmentos detecta- 
dos en los contrôles.

Muchos herbicidas modernos actuan como fotocompetidores, 
inhibiendo la fotosintesis y provocando la muerte por cloro 
sis.

La accion de los herbicidas bipiridilicos "Diquat" y "Pa 
raquat", (descubiertos en los Laboratories de Jealott's Hill, 
1950-59), se debe a que actuan como radicales libres disuel 
tos en el agua, los cuales interfieren el métabolisme de 
los seres fotosinteticos, cuya muerte rapida es ocasionada 
por sustancias toxicas producidas como reaccion natural en 
la planta, DODGE (1970).

Ya en 1933, MICHAELIS y HILL, demostraron que la adicion 
de un electron a estas sales producia radicales libres esta 
bles e iriestables, intensamente coloreados.

La rapidez de la fotoactividad herbicida del Paraquat 
despertd gran interes por su mecanismo de accion.

La accidn herbicida de las sales cuaternarias de bipiri- 
dilo es compleja. HOMER (1960) constata que en si no son to 
xicas, pero llegan a serlo por reducciôn de sus radicales 
libres. Este proceso envuelve la adicion a la molécula de 
un electron y la perdida de una carga positiva. El electron 
captado es libre de jugar una u otra posicion y la facili- 
dad de reduccion del compuesto. esta relacionada con el nü- 
mero de posicionesque dicho electron pueda ocupar siendo ma 
xima cuando los dos anillos estân en el mismo piano y los 
dos electrones asociados libremente intercambiables.
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La acci6 n herbicida de estas sales por reducci6 n a radi­
cales libres dentro de la planta esta ligada a los procesos 
fotosinteticos y respiratorios.

La aplicacion de sales de Diquat y Paraquat produce la 
râpida muerte de un gran numéro de plantas expuestas a la 
luz. La destruccion también se produce,aunque mas lentamen- 
te, en la oscuridad. La tension del oxigeno juega un impor­
tante papel en la formacion de radicales libres y toxicos. 
Las ultimas investigaciones parecen demostrar que dichas sa 
les producer radicales libres del tipo peroxido,a partir 
del agua en presencia de oxigeno siendo los agentes toxicos. 
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 macromolêculas en el protoplasma ce­
lular.

Cuando se inhibio la fotosintesis por herbicidas deriva- 
dos de la urea, MEES (196 0) vio que la accion del Monuron 
retardaba considerablemente la rapidez con que el Diquat ma 
taba a las hierbas.

Es sabido que el Monuron inhibe la fotosintesis al blo- 
quear el flujo de los electrones, procedentes de la fotoli- 
sis del agua, hacia los cloroplastos, como se observa en el 
esqueiua,tomado del trabajo de DODGE (197 0)

S
x>V

uc
0a.

on bipiridiloNADP

OPIP

0 - Ferrocfanuro

AOP

ATP Fotos f s.

Monuron
Luz

Fotosls.♦800 J

Luz
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Segun este autor, el modo de accion de los herbicidas a 
base de bipiridilos Paraquat y Diquat, impidiendo la reduc­
cion del NADP a NADPH y la fosforilacion del ADP a ATP, com 
puestos necesarios para la incorporacion del COg.JAGENDORF 
y MARGULIES (1960) experimentalmente observaron con cloro­
plastos aislados que la reduccion de NADP se inhibia progre 
sivamente con el aumento de la concentracion del herbicida, 
mientras que no habia inhibicion ni de la fosforilacion fo- 
tosintetica, ni de la reduccion de ferrocianuro potâsico, 
aceptor artificial de electrones, ZWEIG, SHAVIT y AVRON 
(1965), Esta ultima reduccion résulta fuertemente inhibida 
por Monuron, precisamente en algun 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 reduccion 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 reduccion 
cuantitativa del Paraquat se manifestaba por un incremento 
de la D.O, a 6 50 mp, al irse acumulando el radical libre Pa 
raquat. Al penetrar el aire en el tubo de reaccion, tras un 
periodo de reduccion, se produce reoxidacion inmediata,

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

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

(x)^ Ferredoxina Ferredoxin NADP NADP 
-> Fot, I ^ reductasa

Sustancia reductora 
de la ferredoxina

^ i 6 n  bipiridilo
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siendo ”x” en la naturaleza una sustancia aislada por YOCIM 
y SAN PIETRO (1969),

MEES apunto la importancia de la reoxidaciôn instantinea 
de las sales bipiridilo, en la actividad herbicida al obser 
var que la accion létal de estas sales sufria un considera­
ble retardo cuando la materia vegetal tratada se iluminaba 
iiVi itmosfera de nitrogeno. DAVENPORT (1963) mostro que el 
Diquat sufria una reoxidacion instantânea y producia peroxi 
do de hidrogeno.

Esto sugiere que las dosis cataliticas de herbicidas piri 
dilicos,présentes en el cloroplasto, sufren una reduccion y 
una oxidacion râpidas, que representaremos por el esquema:

Flujo — ^  / o oxidado ^  / r e d u c i d o N  
electronico del ./
fotosistema I V y

\  o reducido
FRS oxidado 2  2

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 
absorcidn fotosintética del COg y una inactivacion compléta 
a las 5 horas de iluminacidn, lo que concuerda con una in- 
terferencia directa de la reduccion del NADP en los cloro­
plastos. Si el peroxido de hidrdgeno se produce dentro del 
cloroplasto como resultado de la oxidacion del bipiridilo, 
se deberâ a la cantidad de catalasa suficiente para causar 
su râpida descomposicion y detoxicacion. Gran parte de la 
actividad de la catalasa de los vegetales esta localizada 
en los peroxisomas y glicoxisomas extracloroplâsticos.

HEATH y PACKER (1968) encontraron una peroxidasa ciclica 
fotoinducida en cloroplastos aislados de espinacas, obser- 
vando no solo la decoloracion de la clorofila y agotamiento 
del Og, sino también la formacion del aldehido malonico, re 
sultante de la descomposicion de los hidroperoxidos de los
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âcidos grasos tri-insaturados. Una reaccion en cadena ini- 
ciada por los radicales libres, séria la causa de la ruptu- 
ra de los âcidos grasos no saturados en los cloroplastos y 
membranas celulares, llevândolos gradualmente a su destruc- 
cion y a la formacion del dialdehido malonico. El fenomeno 
es quizâ similar al producido por el envejecimientû natural 
de los seres con clorofila.

Los derivados de la urea ejercen su accion herbicida al 
influir sobre los procesos fotosinteticos de las plantas. 
WESSELS y VAN DER VEEN (19 56) afirman que estos compuestos 
inhiben la fase luminica de la fotosintesis.

COOKE (1956) demostro que una suspension de cloroplastos 
de hojas.de espinaca (10”  ̂ M) de Monuron inhibfan totalmen- 
te la fotolisis de los cloroplastos en el agua, calculândo- 
se que una molecula de dicho herbicida inhibia la actividad 
fotosintetica de 125 moleculas de clorofila.

MINSHALL (1960) apunta una disminucion en la produccion 
de carbohidratos y sugiere que en ello reside la accion to­
xica de estos compuestos, ya que privan a la planta de ali­
mentes y energia. DUYSENS (1961) estudia la accion herbici­
da de Diuron y postula que dos de los sistemas pigmentarios 
estân implicados en la oxidacion de citocromos. Asi la luz 
a 650 mu oxida los citocromos, mientras que a 550 mp los re 
duce. Se vio, sin embargo, que 10”  ̂ moles de Diuron lo inh_i 
bian a 560 my y en su lugar, se producia una reaccién de 
oxidacion. PREVOST (1958) demostro que el Monuron pénétra 
en las mitocondrias hinchândolas y retorciândolas.

Las Triazinas estudiadas por EXER (1958) y MORELAND 
(1959) influyen en la actividad fotoquimica de los cloro­
plastos inhibiendo la reaccion de HILL. Tambien,aunque con 
menos valor » se observo la alteracion de los procesos mitoti^ 
COS. RUDENBERG (1955) observo como decrecia el numéro de câ 
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,

Basândonos en los précédantes datos bibliogrâficos, en



- 220 -

los aportados por VERNON y ZAUGG (1960), para caracterizar 
la reaccion 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 ascorbato-DPIP, que actua entre el citocromo f y el Fo- 
tosistema I, hemos usado esta sal "DPIP" como aceptor de 
protones y electrones originados en la fotôlisis del agua.

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

El proceso para restablecer dicha corriente de electro­
nes, lo expresamos esquemâticamente como sigue;

1°) Fotolisis del agua
^HgO
t

luz

4H + 4 OH

4e + 4(0H)

2HgO t Og
Los cuatro electrones irân a reducir al DPIP en el Foto- 

sistema II, restableciendo la cadena de electrones, como a 
continuaci6 n se indica:

20)

OH DM

2H: N: ___ ^ 2H- N:
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ütilizando DPIP como donador de electrones segun nuestros 
métodos observâmes una marcada inhibicion de la rcic:.ion de 
HILL; por los antibiolégicos empleados, segun se expresa en
las siguientes grâficas.
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Fig. 2 5 -  Comprobaclon de la reacclôn de HILL en medio con 

trol contenlendo Chlamydomonas oblonga, utillzan 
do el DPIP como aceptor.de H"*" y e ” .

DO (650mu )

FenopônjO
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Fig. 26.- Comprobaclon de la reaccion de HILL en medio con

Fenopôn, contenlendo Chlamydomonas oblonga, u t I -
lizando el DPIP como aceptor de H+ y e - .
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Fig. 2 7 - Comprobaclon de la reaccion de HILL en medio con 

Lissapol, contenlendo Chlamydomonas oblonga, utj_ 
lizando el DPIP como aceptor de H+ y e".
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Fig. 2 8 .- Comprobaclon de la reaccion de HILL en medio con

Dobane, contenlendo Chlamydomonas o b l o n g a , util I
zando el DPIP como aceptor de H+ y e".
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D.O. ( 650 mp )

Fig. 2 9 .- ComprobacIôn de la reacclôn de HILL en medio con 
DS 4 4 9 9, contenlendo Chlamydomonas oblonga, utl- 
II zando el DPIP como aceptor de H"*" y e “ .
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Flg. 3 4 .- Conuprobaclôn de la reacclôn de HILL en medio con 

SOS, contenlendo Chlamydomonas oblonga, utillzan 
do el DPIP como aceptor de H'*’ y e".
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Fig. 3 1 -  Comprobaclon de la reaccion de HILL en medio con 

Dlquat, contenlendo Chlamydomonas oblonga. util I 
/undo el DPIP como aceptor de H+ y e“ .
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Fig. 32.- ComprobacI6n de la reacclôn de HILL en medio con
Paraquat, contenlendo Chlamydomonas o b l o n g a . utl
lizando el DPIP como aceptor de H"*" y e “ .
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Trioxone

Fig, 3 3 -  ComprobacI6n de ta reacclôn de HILL en medio con 
Trioxone, contenlendo Chlamydomonas oblonga. uti 
lizando el DPIP como aceptor de H+ y e".
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Flg, 34.- ComprobaclÔn de la reacclôn de HILL en medio con

Hyvarx, contenlendo Chlamydomonas oblonga, utllj_
zando el DPIP como aceptor de H+ y e “ .
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h i q  3 5 . ” Comprobaclon de la reacclôn de HILL en medio con 

Lorox, contenlendo Chiamydomonas oblonga, utlli­
zando el DPIP como aceptor de y e” .
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fig. 3 6 .- Comprobaclon de la reacclôn de HILL en medio con 
Karmex, contenlendo Chlamydomonas oblonga, utllj_ 
zando el DPIP como aceptor de H+ y e ” .
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Simacina

Fig. 3 7 .- Comprobaciôn de la reacciôn de HILL en medio con 
Simacina, contenlendo Chlamydomonas oblonga, u 
lizando el DPIP como aceptor de H'*’ y e".
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FI y . 38 - Comprobaclon de la reacciôn de HILL en medio con
Atracina, contenlendo Chlamydomonas oblo n g a , utj_
lizando el DPIP como aceptor de H+ y e-.



VI. CONCLUSIONES

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

a) Crecimiento.- Las condiciones optimas para alcanzar 
la curva logaritmica, venciendo la prolongada latencia ini- 
cidl, se lograron con el medio Proteosa-Peptona, pH 6 ,6 ,
28°C e iluminacion constante. De este modo encontramos cre­
cimiento a las 24 horas, alcanzando su maximo a los 11 dias 
de cultivo. "

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

Clorofila a.- Maximos: 410, 420, 660.- Rf = 92
Clorofila b,- Maximos: 435, 465, 595.- Rf = 96
3 -caroteno.- Maximos: 455, 482.- Rf = 100
Violaxantina.- Maximos: 540, 620, 670, 715.- Rf = 65

Se separaron otros très pigmentos mâs, no bien identifi- 
cados, y que quizâ corresponde a Neoxantina y Luteina y 
a-caroteno.

c) Ultraestructura.- Ultraestructuralmente, Chlamydomo^ 
nas oblonga, fijada en glutaraldehido al 3% y postfîjada en 
Tetroxido de Osmio al 2%, présenta forma ovoide con una mem 
brana celular, rodeada por otra celul6 sica,y por una capsu­
la externa.
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En el tercio anterior se encuentra el nucleo, contenien- 
do un gran nucleolo, cromatina ordenada en circuloG.y una 
doble membrana con poros irregulares y abondante ARN perinu 
clear, Proximas al nucleo, y en hundimientos del cloroplas- 
to, se encuentran las mitocondrias. Aparato de GOLGI proxi­
mo al nucleo, formado por un dictiosoma constituido por cin 
co cisternas cuyos extremos aparecen dilatados en forma de 
vesiculas. Reticulo endoplâsmico formado por escasas membra 
nas alargadas, paralelamente dispuesto a la concavidad del 
cloroplasto, que presentan ribosomas adosados y fragmentes 
disperses de reticulo endoplasmâtico rugose.

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

El sistema lamelar esta embebido en una matriz de baja 
densidad que contiene ademâs granos de almidon y un pireno^ 
de no lamelar en el centre del cloroplasto, funcionalmente 
ligado a la sintesis del almidon, conteniendo tubulos que 
conectan con las lamelas mediante puentes membranosos.

En el extreme del cloroplasto se encuentra un estigma.
En las vecindades del pirenoide y con aspecto de microfi 

brillas hay acûmulos de ADN.
d)' Reacciôn de HJLL 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 accion de deter 
gentes son las siguientes:
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a) Hay una marcada inhibicidn del crecimiento desde 100 
ppm con respecto al control, y en caso concreto del Fenopôn 
y Lissapol ya desde 10 ppm. La proporcion de 1000 ppm resu_l 
ta létal en todos los casos. Estos efectos se atribuyen al 
gran poder tensoactivo.

b) A las 48 horas de ser tratadas por los detergentes a 
la concentracion de 100 ppm las Chlamydomonas entran en clo- 
rosis por la desaparicion de las clorofilas y marcado descen 
so del 3 -caroteno.

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

El Lissapol modifica aun mas intensamente la ultraestruc 
tura de estos Protozoos, ya que produce la casi compléta ho 
mogenizaciôn del material interno, con la consiguiente li- 
sis de los organoides citoplasmaticos.

El Dovane actua rebajando la densidad de las membranas, 
por lo que no se visualizan las lamelas. La capsula desapa- 
rece, dando la impresion de celulas desnudas. Sôlo se apre- 
cia un producto granular, résultante quizâ de la reacciôn 
solubilizante de las membranas. En contraposiciôn con los 
detergentes antes mencionados, la acciôn de este no inter- 
fiere sobre el pirenoide.

El DS4499, produce modificaciones estructurales distin­
tas a las anteriores, ya que no se solubilizan las estructu 
ras de membranas, permaneciendo présentes en determinados 
lugares acumulos de lamelas paralelas y por el claro efecto 
vacuolizante sobre el citoplasma, ya que se encuentran vacuo 
las con tfpicas 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 tamano, una zona marginal rica en ribo­
somas y cierta lisis de las membranas.
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d) El DPlP no es reducido, lo que prueba la inhibicion
de la fotolisis del agua bajo la accion de los detergentes,
salvo en el caso del Fenopôn, ya que su efecto debe de tener 
lugar en la cadena de citocromos del Fotosistemà II, como 
se hace patente por el retraso en la apariciôn de clorosis,

3.- Cuando se ahaden al medio distintas concentraciones 
de herbicidas las modificaciones encontradas son:

a) Los herbicidas derivados de sales de bipiridilo dism^ 
nuyen sensiblemente el crecimiento a las concentraciones 
comprendidas entre 1 0  y 1 0 0  ppm, resultando létales a par­
tir de esta ultima concentracion.

Los derivados no nitrogenados fenoxiaceticos. estimulan,
en principio, su crecimiento, comportândose como una auxina
pero con un posterior efecto létal cuando las concentracio­
nes son de 1 0 0  a 1 0 0 0  ppm, debidas a agotamiento respirato- 
rio, formaciôn de materiales tôxicos y activaciôn del méta­
bolisme del fôsforo.

Los derivados bromados, como el Hyvarx, actuan sobre el 
crecimiento a distintas concentraciones paralelamente a los 
contrôles durante los cinco primeros dfas, pero a partir 
del septimo, existe una escasa inhibiciôn de su crecimiento 
hasta la concentraciôn de 1 0 0  ppm, siendo létal a la de 1 0 0 0  

ppm.
Los derivados de la urea producen un decrecimiento consi 

derable a partir de la concentraciôn de 1 0 0  ppm, inhibiendo 
lo totalmente a la concentraciôn de 1 0 0 0  ppm.

Con respecto a los derivados de las triazinas, el creci­
miento disminuye con respecto a los contrôles en un 2 0 %, por 
interferir los procesos de divisiôn a la concentraciôn de 
1 0 0  ppm.

b) A la dosis de 100 ppm, las Chlamydomonas, cultivadas 
durante 48 horas, presentan un descenso en la proporcion de 
clorofila a y b, mas 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 ee dlferencia por la mayor velocldad 
y orden cronolôgico. Los carotenoides disminuyen, aproximada 
mente, an un 50%, Todo ësto referido a las sales de bipiridi 
lo.

De modo similar es el efecto producido por el Hyvarx y 
derivados de la urea, mientras que los derivados de las tria 
zinas reducen las clorofilas en un 5% con un ligero aumento 
del 3 -caroteno.

c) Ultraestructuralmente, las sales de bipiridilo provo- 
can una progresiva y espectacular destrucciôn de los organu 
los celulares. Las mitocondrias se hinchan y rompen por efec 
to de la presiôn osmotica. La estructura tilacoidal de los 
cloroplastos muestra una desintegracion acompanada de forma 
cion de plastoglobulos osmiofilos, représentantes quizâ de 
acumulos de lipidos liberados al romperse los discos.

El Trioxone conserva bien las câpsulas que recuerdan a 
las observadas en los contrôles. En el cloroplasto se modi­
fica la disposiciôn lamelar por la formacion de zonas de va 
cuolizacion, que aumentan progresivamente y que en nada 
coinciden con los espacios vaclos de los contrôles, en los 
que representan una estructura reticular de sus lamelas. E^ 
tas nuevas vacuolas de material poco diferenciado presentan 
unas membranas mediante las cuales se comunican con el res- 
to del cloroplasto. El citoplasma se modifica intensamente.

El Hyvarx actua como veneno celular, provocando grandes 
destrucciones a nivel del cloroplasto asi como en la ma­
triz citoplasmâtica. Las membranas, menos destruidas que en 
casos anteriores, se localizan en la periferia. La matriz 
citoplasmâtica desaparece como tal, dejando en su lugar ma­
teriales residuales sin estructura visible y altamente os­
miofilos. El pirenoide pierde su forma tipica por destruc­
cion Iftica. Hay una gran vacuolizaciôn del citoplasma. En 
el nücleo, la cromatina estâ desdibujada por haber sido pro 
fundamente alterada.

Los derivados de la urea alteran la matriz citoplasmâti­
ca, mientras que las membranas permanecen casi inaltérables.
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El nucleo esta destruido en su componente ribonucleico, Como 
détails particular, en el seno del cloroplasto aparecen zo­
nas redondeadas de material de sintesis, de las que radial- 
mehte parten lamelas y en cuyo centro hay un acumulo de ma­
terial osmiofilo.

De todos los derivados de la urea, el que produce modify 
caciones mâs intensas es el Karmex, tanto a nivel citoplas- 
mâtico como a nivel de membranas. Hay intensa vacuolizaciôn 
con formaciôn de material homogeneo de mediana densidad.

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

d) En todos los casos, y a-la concentraciôn de 100 ppm, 
todos los herbicidas utilizados como producto comercial in­
hiben la reacciôn de HILL, pues no hay reducciôn del NADP a 
NADPH, ni fosforilaciôn de ADP a ATP, ya que al introducir 
un aceptor artificial de protones y electrones, que deberfan 
liberarse en la fotôlisis del agua, no se restablece la ca­
dena de electrones, es decir, el DPlP no se reduce, al revês 
de lo observado en los contrôles.
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