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En células fitoplanctonicas, los cloroplastos pueden cambiar su distribucién o
forma dentro de las célufas como respuesta a condiciones ambientales. Diferentes

autores han mostrado que cultivos unialgales pueden experimentar decremento en

la fluorescencia y absorcién de luz, en escalas de tiempo similares a movimientos
de cloroplastos (< 1 hora), causados por cambios en iluminacién. Se realizaron
experimentos con cultivos uniaigales de Thalassiosira weisflogii y muestras
naturales, sometiendo fas muestras a altas intensidades luminosas y observando

su estructura interna con microscopia de luz de transmisién, ademasdetratar de
conocer el impacto de estos cambios en la absorcién de luz en los cultivos
utilizando e) modelo de eficiencia de absorcién especifica de Morel y Bricaud. En
Thalassiosira weisflogii \a distribucién celular de los cloraplastos no mostré
cambios obvios segtin lo reportado en otras especies, sin embargo, el andlisis

detallado de tas células fitoplancténicas mostré que en los experimentos 1 y 2 (en
incubaciones de 30 minutos) hubo menos cloroplastos por célula visibles

estadisticamente de tiempo 0 a 30 minutos, lo que puedeindicar un traslape
geométrico de fos mismos. En el experimento 3 no hubodiferencias estadisticas.
Otro parametro tomado en cuenta para fa cuantificacioén de {a distribucién celular,
fue el calculo del area de proyeccién de los cloroplastos en las células (en un
plano), en el que se presentaron diferencias estadisticas en los experimentos 1 y
2, en tiempo O y después de 30 minutos dealta irradiancia, y en el experimento 3
hubodiferencias estadisticamente significativas entre tiempo 0 y 40 minutos. Entre
muestras control y 40 minutos no se encontré diferencia, lo que puede mostrar un
factor de control fisiol6gico no tomado en cuenta. Los datos que generan los
experimentos 1 y 2, exhiben una eficiencia de absorcién especifica que va de 0.13
a 0.87, evidenciandose cambios en absorcién debidos a los cambios en las areas
de los cloroplastos y el nimero de ellos. En muestras naturales tomadas del Golfo
de California, se encontraron posibles indicios de migracian en especies como

Asterionellopsis glacialis, Skeletonema costatum, y otra diatomea central no
identificada. No es posible confirmar estadisticamente lo anterior, ya que haria
falta un mayor numero de estos organismos.

Palabras clave: fitoplancton, migracién de cloroplastos, Thalassiosira weisfiogii,
eficiencia de absorcién.  



ABSTRACT of the Thesis of Oscar Angeles Reyes presented as partial
requirement to obtain the MASTER IN SCIENCESgrade in MARINE ECOLOGY.
Ensenada,Baja California, México. February 2000.

THE SPATIAL DISTRIBUTION OF CHLOROPLASTSIN PHYTOPLANKTON
CELLS AND THE RELATIONSHIPS WITH IRRADIANCE

ABSTRACT

In phytoplankton the chloroplasts can change their spatial distribution and their
form within the cells as a result of ambient conditions. Some authors have used
uni-algal cultures to demonstrate a decrease in in vivo fluorescence and light
absorption induced by changes in irradiance on time scales similar to the
movement of chloroplasts (<hour). In this work cultures of Thalassiosira weisflogii
and natural phytoplankton samples were used in experiments, exposing the
samples to high irradiance and observing the intracellular structure under a light
microscope. To evaluate the resulting changes of the cellular light absorption
efficiency the model by Morel and Bricaud was used. In Thalassiosira weisflogii the
cellular distribution of the chloroplasts showed no easily detectable changes similar
to those reported in the literature. Nevertheless a more detailed analysis showed
that in the experiments 1 and 2 (under high light exposure of 30 minutes duration)
statistically less chloroplasts were visible in the cells. This might be due to a
geometric overlap of chloroplasts. In experiment 3 no significant changes were
observed. Another parameter used to document intracellular changes in the
distribution was the chloroplast - area of projection. Significant changes were found
within 30 minutes in the experiments 1 and 2. In experiment 3 the sample at 0 and
40 minutes showed significant differences but no difference was found between the
control sample and the sample at 40 minutes. This latter result might indicate a
driving factor not yet considered. Using the data from experiments 1 and 2 as a
basis, the model calculations resulting in changes in relative absorption efficiency
between 0.13 and 0.87, thus indicating significant changes in the absorption
properties of the phytoplankton cells due to changesin the area of projection and
number of chloroplasts visible. In natural samples from the Gulf of California the
microscopic samples point to irradiance-induced changes in the chloroplast
distribution in the diatom species Asterionellopsis glacialis, Skeltonema costatum,

and other unidentified species. Because of the iow cell numbers of each speciesin
the samples the changesin distribution could not be confirmed statistically.

Keywords: phytoplankton, migration of chloroplasts, Thalassiosira weisflogii,
relative absorption efficiency.
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Figura LISTA DE FIGURAS
Posicién de los cloroplastos en células de tejidos de plantas y
macroalgas ante diferentes irradiancias. La flecha indica flujo de
fotones.

Arreglo de cloroplastos en fitoplancton con diferentes
condiciones luminosas en los experimentos de Kiefer (1973). La
flecha indica flujo de fotones.

A) Proyeccién de una sombra porlas diferentes interacciones de
la luz y una particula absorbente, con indice de refraccién real
de la particula igual al dei medio. B) {nteracciones dpticas de la
luz con una particula absorbente con indice de refraccion real

de Ja particula diferente al del indice de refraccién del medio.

"Efecto de paquete” y volumen celular. La densidad de las

lineas en los circulos es proporcional a la concentraciédn de
pigmentos, los circulos indican la periferia del protoplasma que
contiene los cloroplastos; se presentan los siguientes casos: 1)
migracién de cloroplastos (el tamafio de célula es constante), 2)
divisién celular (el tamafio celular cambia proporcionalmente a
los circulos) y 3) aclimatacién (el tamafio de las células no
cambia).

Eficiencia de absorcién especifica (@*a) de Thalassiosira
eccentrica para el pico de absorcién en el rojo, con cambios en
su tamafio, suponiendo un contenido celular igual de pigmentos
y el volumen pigmentado como esférico. Las especificaciones
tedricas son: 32.3 um de diametro promedio de la célula,
concentracién de celular clorofila de 41.2 (mg/m*), absorcion
especifica de la suspension (a*(cm)) de 0.017 a 675 nm (Haardt
y Maske, 1987).

Esquema de la iluminacién en experimentos con cultivos
unialgales.

Diagrama de flujo tipico de los experimentos 1, 2 y 3 con
cultivos unialgales.

Esquema para cuantificar el area de la distribucién de los
cloroplastos en muestras unialgales. Vista en un plano de
células en diferentes tiempos (A y B), y el “largo” y “ancho” que
cubren los cloroplastos en ella, que se midieron para
posteriormente determinarel area
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Figura
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14

15

LISTA DE FIGURAS(continuacién)
Esquemapara el calculo del efecto optico que puede inducirla
migracién de cloroplastos. Célula esférica con diferente posicién
de cloroplastos (A y C), y diferentes areas de absorcién
correspondientes (area gris) (B y D).

Imagen con luz de transmisién, muestra sobre filtro de
policarbonato. Las imagenes son composiciones de imagenes
con la misma magnificacidn (100 x). Posiciédn de los cloroplastos
(circulos en las células de diferentes tamafios) en Thalassiosira
weisflogii en el experimento 2, tiempo 0 (A) y después de 30
minutos enalta irradiancia (B). La barra es de 10 mm en ambas
figuras.

Imagen con luz de transmisién, muestra sobre filtro de
policarbonato. Las imagenes son composiciones de imagenes
con fa misma magnificaci6n (100 x). Posicién de los cloroplastos
(circulos en las células de diferentes tamafios) en Thalassiosira
weisflogii en el experimento 3, tiempo 0 (A) y después de 40
minutos enalta irradiancia (B). La barra es de 10 mm en ambas
figuras.

Imagen con luz de transmisién, muestra sobre filtro de
policarbonato. Las imagenes son composiciones de imagenes
con la misma magnificacién (100 x). Posicién de fos cloroplastos

(circulos en las células de diferentes tamafios) en Thalassiosira
weisflogii en tiempo 0 (A), después de 60 (B) y de 120 minutos
enalta irradiancia (C). La barra es de 10 mm enlasfiguras.

Imagen con luz de transmisién, muestra sobre filtro de
policarbonato. Las imagenes son composiciones de imagenes
con la misma magnificacion (100 x). Posicién de los cioroplastos
(circulos en las células de diferentes tamafios) en Thalassiosira
weisflogii en tiempo 0 (A), después de 60 (B) y de 120 minutos
en oscuridad (C). La barra es de 10 mm en ambasfiguras.

Figura A, numero de cloroplastos visibles. Figura B, areas de
cloroplastos en células. Experimento 1 con Thalassiosira
weisflogii, en muestras fijadas con glutaraldehido.

Figura A, numero de cloroplastos visibles. Figura B, areas de
cloroplastos en células. Experimento 2 con Thalassiosira
weisflogii, en muestras fijadas con glutaraidehido.
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Figura A, ntimero de cloroplastos visibles. Figura B, areas de
cloroplastos en células. Experimento 3 con Thalassiosira
weisflogii.

Imagen con luz de transmisién, muestra sobre filtro de
policarbonato. Las imagenes son composiciones de imagenes

con la misma magnificacién (100 x). Posicién de los cloroplastos
(circulos en Jas células de diferentes tamafios) en Thalassiosira
weisflogii in vivo en tiempo 0 (A) y después de 40 minutos en
alta irradiancia (C). La barra es de 10 mm enlasfiguras.

Eficiencia de absorcién especifica (Q*a) versus diametro del
volumen celular pigmentadopara el pico de absorcién en el rojo
(se supone que a*so) = 0.02 (m?/mg)). El ejemplo esta calculado
con la geometria y concentracion celular presentados en los
experimentos 1 y 2 con Talassiosira weisflogii. La concentracién
de clorofila en el cultivo fue de 243.5 mg/m’(el contenido celular
de clorofita de 1.17 x 10° mg/m’), y el numero de células 2.08 x
10"' cel/m’®.

Eficiencia de absorcién especifica (Q*a) versus diametro del
volumen celular pigmentado para el pico de absorcién en el rojo
(se supone que a*,o = 0.02 (m*/mg)). El ejemplo esta calculado
con la geometria y concentracién celular presentados en el
experimento.3 con Talassiosira weisflogii. La concentracién de
clorofila en el cultivo fue de 407.84 mg/m? (el contenido celular
de clorofila de 1.75 x 10° mg/m’), y el numero de células 2.33 x
10"' cel/m?.

Eucampia cornuta. Imagen con luz de transmisién, muestra
recolectada en superficie y montada enfiltro de policarbonato,

magnificacion 100x. Figura A, tiempo 0 fijada con formol. Figura
B muestra después de tratamiento experimental fijada con

formol. Figura C, muestra después de tratamiento experimental
fiiada con glutaraldehido. Se puede observar ej poro de los
filtros (d = 8 um). Ver explicacion en eltexto.
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Asterionellopsis glacialis. |magen con |uz de_ transmisién,
muestra recolectada en superficie y montada en filtro de
policarbonato, magnificacién 100x. Figuras A y B tiempo 0; C, D,
E y F, después tratamiento experimental. La figura F
corresponde a una muestra fijada con glutaraldehido, el resto

con formol. Se puede observarel poro de losfiltros (d = 8 ym).
Ver explicacién en el texto; los cloroplastos se sefialan en los
rectangulos.

Ceratium furca. |Imagen con luz de transmisién, muestra
recolectada en superficie y montada enfiltro de policarbonato,
magnificacién 100x. Figuras A y B (seccién de A) en tiempo 0,
fiiadas con formol. Figuras C y D, después de tratamiento
experimental, fijadas con glutaraldehido. Se puede observarel
poro delosfiltros (d = 8 ym). Ver explicacion en ei texto.

Chaetoceros costatus. Imagen con luz de transmisién, muestra
recolectada en superficie y montada en filtro de policarbonato,
magnificaci6n 100x. Figura A, tiempo 0, muestra fijada con
formol. Figura B, después de tratamiento experimental, mismo

fijador. Se puede observarel poro delosfiltros (d = 8 um). Ver
explicacién enel texto.

Leptocylindrus minimus. \magen con luz de_ transmisién,

muestra recolectada en superficie y montada en filtro de
policarbonato, magnificacié6n 100x. Figura A, tiempo 0; figura B
después de tratamiento experimental. Ambas muestras fijadas

con formol. Se puede observarel poro delosfiltros (d = 8 um).
Ver explicacién en ei texto.

Skeletonema costatum. Imagen conluz de transmision, muestra
recolectada en superficie y montada enfiltro de policarbonato,
magnificaci6n 100x Figura A, tiempo 0 fijada con formol. Figura
B y C después de tratamiento experimental, fijadas con
glutaraldehido y formal, respectivamente. Se puede observarel

poro delos filtros (d = 8 pm). Ver explicacién en el texto.
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Imagen con luz de transmision, muestra recolectada en
superficie y montada en filtro de policarbonato, magnificacién
100x. Diatomea central en tiempo 0 (figuras A y B), y después
de la irradiancia experimental (C y D), estas Ultimas son el
mismo organismo con diferente enfoque en el microscopio.
Todas fijadas con formol. Se puede observar el poro de los

filtros (d = 8 uum). Ver explicacion en eltexto.

Distribucién aleatoria de cloroplastos en el volumen celular. 1 a,

observacién en el microscopio, donde cada circulo representa la
misma célula observada en diferentes niveles de enfoque; 1b,

arreglo de Jos cloroplastos real en la misma célula, no
observado en un nivel de enfoque poco profundo; 1 c, vista en

perspectiva de la ubicacién de los cloroplastos en esa célula. 2
a y b, ubicacién real de los cloroplastos en una célula; 2 c,
efecto de sombreaco de los cloroplastos, que se notan como

dos o tres en el microscopio, siendo cinco en realidad.

Curvas P vs. E con diferente posicién de los cloroplastos. Caso
i: se espera que la curva alcance mas rapidamente Pmax
(fotosintesis maxima) por la optima captacién de luz por los
cloroplastos (a), y una mayorinclinacién de la pendiente inicial
por el reacomodo de cforoplastos ante una alta intensidad
luminosa (b). En el caso{I, los cloroplastos en acomodo dealta
irradiancia regulan fa cantidad de luz que llega a los
fotosistemas, con una pendiente muy inclinada (a);
posteriormente, ante la reduccién de la_ intensidad los

cloroplastos se acomodan optimizando la absorcion, y esto es
evidente en la pendiente, que alcanza mas rapidamente Pmax (b)
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| INTRODUCCION

\

L.4 Fitoplancton

Los organismosfotosintéticos unicelulares que flotan libremente en el agua

son Ilamadosfitoplancton, y en ambientes marinos y dulceacuicolas representan

principalmente la base de cualquier cadena trdfica. El tamafio de tas células

fitoplancténicas es muy variado, y va de menos de 1 hasta 200 um.Las clases

mas comunesdelfitoplancton eucarionte en el océano son la Bacillariophyceae,

Dinophyceae, Prymnesiophyceae y Cryptophyceae; de éstas, las dos primeras son

los mas comunes en aguas oceanicas y costeras (Parsons ef af, 1995). El

fitoplancton procarionte esta representado por la clase Cyanophyceae (Falkowski

y Raven, 1997).

1.2 Morfologia celular (cloroplastos)

La fotosintesis es la conversién de energia luminosa en energia quimica,

que es almacenada en forma de compuestos organicos de carbono; el proceso

implica la absorcién de los fotones por moléculas de pigmentos fotosintéticos y la

conversion de las moléculas excitadas en potencial electroquimico. En células

eucaridticas, el aparato fotosintético (incluidos las antenas fotosintéticas y los

fotosistemas| y [I) esta organizado en organelos especiales, los cloroplastos. Los

cloroplastos son organelos semiaut6nomoscerrados por revestimientos que tienen  



capas alternadas de membranaslipoprotéicas(tilacoides) formando bolsas con el

lumen dentro, y la fase acuosa (el estroma) fuera delos tilacoides, que contiene

ADNfuncional, los diferentes tipos de ARN (para hacertranscripcion y traduccion)

y las enzimas del ciclo de Benson-Caivin para la reaccién oscura dela fotosintesis

(Falkowski y Raven, 1997). En algas multicelulares y unicelulares, puede haber

sdlo 1 cloroplasto por célula, en pares o mas de 100, en tamafios de 1 a5 umde

diametro y formas diversas: de estrella, helicoida!l, de plato, rectangular, alargados

o irregulares (Kirk, 1994), y con un arreglo geométrico muy diverso (en el centro

de Ja célula, a lo largo de ella, en los extremos o agrupados, dependiendo en

cierta medida de la formadela célula).

1.3 Ambiente luminoso

En el ambiente natural, la radiacién solar (luz) puede mostrar cambios en su

magnitud debido a factores temporales (ciclos diurnos, estacionales o anuales) y

espaciales (diferente localizacién enla tierra o profundidad). La luz, como recurso

para organismosfotosintéticos, existe sdlo en la capa superficial del mar y tiene

una disminucién exponencial con la profundidad debido a la absorcién y

esparcimiento del agua en si, y de la materia disuelta y suspendida en ella. Los

factores mas importantes que afectan !a disponibilidad de la luz en la columna de

agua son los ciclos diurnos de juz solar y la nubosidad, con periodos entre 10° y

10* segundos (Falkowski, 1984), lo cual caracteriza un ambiente dinamico en   



escalas cortas de tiempo. Ademas de esto, los organismos no tienen una

distribucién uniforme en el espacio y tal heterogeneidad ocurre en todas las

escalas espaciales e incluso temporales: en condiciones marinas, el movimiento

de la columna de agua (mezcia turbulenta, celdas de Langmuir), es uno de los

mecanismos mas importantes que afectan la distribucién espacial del fitoplancton

y su exposicion a diferentes niveles de luz. Esta exposicién del fitoplancton a

diferentes niveles de irradiancia en diferentes periodos, hacen necesarios

sistemas efectivos para adaptar su aparato fotosintético.

1.4 Respuestas adaptativas del fitoplancton a diferentes condiciones

‘luminosas

Las células fitoplancténicas tratan de optimar e! uso de la irradiancia

disponible con diferentes respuestas de aclimatacién, que incluyen variaciones

morfolédgicas y bioquimicas expresadas en los siguientes parametros: 1) el

contenido celular de pigmentos fotosintéticos, 2) la relacion entre concentraciones

de los diferentes pigmentos, 3) el cambio de la funcién de algunos de los

pigmentos(e.g. ciclo de las xantofilas), 4) el tamafio y numero de las unidades

fotosintéticas (composicidn relativa), 5) la concentracién y actividad especifica de

enzimas para la reaccién oscura de /a fotosintesis, 6) y el arreglo geométrico de

las membranas tilacoidales y los cloroplastos dentro de fa célula (Brown y

Richardson, 1968; Falkowski y Owens, 1980; Falkowski y Raven, 1997; Parsons et

al., 1995; Richardsonetal., 1983; Steemann-Nielsen y Park, 1964). Los diferentes    



1), que cubren periodos en cambios de luz. Por ejemplo, en el caso de la

estratificacién hidrografica, las células cerca de la termoclina probablemente

tienen un contenido celular de pigmentos mas altos que las células cerca de la

superficie. En el caso de un paso temporal de nubes,el ciclo de las xantofilas

permite ajustar en cierto margen e! flujo de exitones (la energia de los fotones

después de ser capturados por las antenas) recibido por los centros de reaccién

de los fotosistemas.

El ciclo de las xantofilas y otros procesos de reduccién no fotoquimica dela

fluorescencia de la clorofila a (non-photochemical quenching, por su nombre en

inglés), son, por escalas de tiempo, el Unico fendmeno de aclimatacion del

fitoplancton que se da en un tiempo similar a Ja migracion de cloroptastos. EI ciclo

de las xantofilas se define como la conversion reversible, dependiente dela luz, de

una xantofila en otra en la antena fotosintética (Demming-Adams, 1990) mediante

la pérdida de oxigeno en un ciclopropano (Loudon, 1984); en el caso de la

diadinoxantina, ésta pierde oxigeno para formar la diatoxantina en alta luz,

convirtiendose de un pigmento accesorio a un sumidero de exitones.

 



Tabla |. Respuestas de aclimataciondel fitoplancton a la irradiancia y su tiempo de

respuesta.

 

Respuesta de aclimatacion a la Tiempo aproximado de Respuesta

Irradiancia delfitoplancton (At 42)*
 

Cambio en el contenido total de pigmentos .5 a 3 dias, o un tiempo de generacién**

fotosintéticos (1)_
 

Relacién de concentracién entre fos .5 a3 dias, o un tiempo de generacién

diferentes pigmentos (1)
 

Cambio en el tamafio y numero de Respuesta de largo plazo (> 0.01 dia)

unidades fotosintéticas (2)
 

Sintesis y activacién de enzimas para la Respuesta de largo plazo (> 0.01 dia)

reaccién oscura
 

Fotofosforilaci6n (2) < 10 minutos
 

Ciclo de las xantofilas (2):

a) Violaxantina a antenaxantina, y ésta a 1 a 10 minutos: de epoxidacién 1 minutos,
zeaxantina (en plantas superiores y algas epoxidacién 10***

verdes,

b) Diadinoxantina a diatoxantina (algas 5 a 10 minutos****

cromofitas, diatomeas)

 

  Arregio geométrico de los cloroplastos < 1 hora*****

dentro de la célula  
 

*Periodo medio para f{legaral ajuste fisioldgico.
**Faikowski y Raven, 1997; Post et a/., 1984.

***Porra et al., 1997;
*™*Olaizola y Yamamoto, 1994.
****Kiefer, 1973; Mann, 1996; Stephens, 1995.

(1) Considerando que no hay sintesis de Chla en la oscuridad.
(2) Procesos de reduccién no fotoquimica.

 

   



1.5 Migracién de cloroplastos en las células de tejidos de macroalgas y

plantas superiores ante diferentes intensidades luminosas

Existe mucha informacion sobre migracién de cloroplastos en macroalgas y

plantas superiores, para aprovechar esta informacién y poner en perspectiva el

fenémeno, se discute primero el reposicionamiento de cloroplastos entejidos.

En muchas plantas o macroalgas, como regla general la distribucién

geométrica de los cloroplastos dentro de ia célula varia tipicamente con la

intensidad de luz. En baja irradiancia, los cloroplastos se encuentran distribuidos

cerca de las paredes, en una posicién perpendicular al flujo de fotones, lo que

habilita al cloroplasto para absorber mas luz; caso contrario del arreglo ante una

alta irradiancia (por ejemplo el medio dia solar), donde el fin parece fa proteccién

ante la posibilidad de un dafio causado por Ja cantidad de Juz (Haupt, 1973;

Wagnery Grolig, 1992) (Fig. 1). En la tabla Il se presentan unalista no completa

de especies reportadasenla literatura con migracién de cloroplastos, que da un

buen indicio de que la migracién de cloroplastos es un fendmeno comtn en

macroalgas.

Cambios enla distribucion de cloroplastos inducidos porla irradiancia han

sido observados en algas multicelulares pardas y rojas. Nultsch y Pfau (1979)

investigaron 42 especies de algas multicelulares: 16 pardas, 20 rojas y 6 verdes, y

encontraron desplazamiento de cromatdéforos bien definidos en las primeras y las

segundas, y en una especie de algas verdes (aunque el desplazamiento de  



cloroplastos fue siguiendo ritmos circadianos). En tres especies de algas pardas

hubo cambios simultaneos en la transmitancia de luz porel tejido, sin embargo, en

el resto de las especies, y las algas rojas, no hubo unaclara correlacién. Larkum y

Barret (1983) deducen en una revision de la literatura, que la evidencia en el

movimiento de cloroplastos y el cambio conformacional no apoyan la idea de que

las migraciones afecten grandemente las propiedades de dispersién y absorcién

de la luz en las algas multicelulares. Parece ser, por otro lado, que en organismos

compuestos por diversas capas de células los cambios en absorcioén debidasal

desplazamiento de cromatdéforos son muy pequefios (Nulisch y Pfau, 1979). En un

trabajo posterior, Nultsch et af. (1981) buscaron correlacién entre el arreglo de

cromatoforos y la actividad fotosintética en algas, y cambios en la transmitancia

con luz blanca y azul, y llegaron a la conclusion de que la tasa fotosintética fue

independiente del arreglo de cromatéforos correspondiente; aluden, también, que

el movimiento en alta intensidad luminosa, y el consecuente decremento de la

absorcién, puede ser un mecanismo del alga contra el fota dafio, misma

conclusion a la que llegan Halnet y Nultsch (1991).

 



Tabla Il. Especies de macroalgas y plantas superiores reportadas con migracién
de cloroplastos.

 

Especie |__Causade [a migracion [ Fuente
 

Algas pardas
 

Laminaria spp. Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Dictyota dichotoma Irradiancia PAR* Nultschy Pfau, 1979; 1981.
 

Fucus spp. Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Ascopilfum nodosum irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Fucusspiralis Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Fucus vesiculosus Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Fucus serratus Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Halidrys siliquosa Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Laminaria digitata Irradiancia PAR* Nultschy Pfau, 1979.
 

Laminaria saccharina Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Laminaria hyperborea Irradiancia PAR* Nultschy Pfau, 1979.
 

Petalonia zosterifolia Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Punctaria plantaginea Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Seytosiphon lomentaria Irradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Petalonia fascia trradiancia PAR* Nultsch y Pfau, 1979.
 

Algas verdes-amarillas
 

Vaucheria sessilis (rradiancia azul Williamson, 1993.
 

Vaucheria spp. Irradiancia PAR* Haupt, 1973.
 

Algas verdes
 

Ulva lactuca L. Ritmoscircadianos Nultsch et a/, 1981.
 

Ernodesmisverticillata No definido Williamson, 1993.
 

Bryopsis spp. lrradiancia PAR Williamson, 1993.
 

Dichotomisiphon spp. Irradiancia PAR Williamson, 1993.
 

Mougeotia spp. Irradiancia azul, UV-A y UV-
B

Kraml, 1999; Smith, 1989;

Haupt, 1973.
 

Acetabularia mediterranea No definido Williamson, 1993.
 

Plantas superiores
 

Lemmatrisulca Presencia de calcio e Tlalka y Gabry'‘s, 1993;

 

 

irradiancia azul Smith, 1989.

Vallisneria spiralis Irradiancia azul (440- Smith, 1989.
480nm)

Mesotaenium Irradiancia azul (440- Smith, 1989.

480nm)
 

Oxalis oregana Irradiancia azul Brugnoli y Bjdkman, 1992
 

Helianthus annuus Irradiancia azul Brugnoli y Bjékman, 1992
 

Marah fabaceus Irradiancia azul Brugnoli y Bjékman, 1992
  Cyrtomium falcatum irradiancia azul Brugnoli y Bjékman, 1992 
 

* El arreglo es de cromat6foros (cloroplastos en algas cromofitas).

  



Baja irradiancia Alta irradiancia

 .

  |

Figura 1. Posicién de los cloroplastos en células de tejidos de plantas y
macroalgas ante diferentes irradiancias. La flecha indica flujo de fotones.  
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En otro trabajo, Brugnoli y Bjérkman (1992) encontraron en plantas

superiores que la induccién del movimiento de cloroplastos por luz azul (< 500nm)

caus6 cambios en la emisién de fluorescencia de la clorofila y absorptancia de

diferentes especies de plantas, y demostraron que el movimiento de cloroplastos

puede tener un efecto significativo en la eficiencia de {a utilizacién de la luz en la

fotosintesis. También examinaron el impacto de la migracién de cloroplastos

inducida por fa luz en mediciones de absorcién, y la depoxidacion de violaxantina

a zeaxantina, y encontraron que los cambios en Ja transmitancia de estos dos

fendmenos son parecidos en principio, pero finalmente exhiben una cinética

diferente.

Se concluye en general, que no esta claramente establecida la

funcionalidad de la migracién de cloroplastos en macroalgas y plantas superiores.

1.6 Mecanismosde transporte celular de cloroplastos

En una revisién reciente, Wagner y Grolig (1992) refieren dos sistemas de

movilidad celular de cloroplastos: el basado en microtubulos no relacionado

directamente con fa luz, siguiendo ritmos circadianos, y ef basado en los

filamentos de actina, dependiendo de la calidad y direccién de la luz, definido este

Ultimo en un orden secuencial de accidn:

1) Un receptor (pigmento fitocromo) recibe la sefial de luz diferenciando en  
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orientacion e intensidad.

2) Un sensor-traductor convierte la sefal en un mensaje quimico.

3) Un efector que responde de acuerdoa la informacidén recibida.

De acuerdo a esto, segun sea la fotosefial, los cloroplastos comienzan a

acomodarse en una nueva posicién con respecto a la direcci6én de la luz

(informacion escalar vs. informacién vectorial). En adicién, algunas plantas tienen

un arreglo diferente de cloroplastos en la oscuridad por la relajacién del

citoplasma,el cual es una distribuci6én aleatoria.

El pigmento fotomorfogénico y fotomodulador,fitocromo, induce en plantas

diversas foto respuestas, tales como la germinacién y el florecimiento, pero

también e! movimiento de cloroplastos en Meugeotia, Mesotaenium y Adiantum.

Poriluminacién parcial del alga Meugeotia y la evaluacion en la respuesta de los

cloroplastos,el fitocromo ha mostrado dar informacién defa calidad y direccién de

la luz viable para la fotosintesis, de tal manera que, por ejemplo, un fotdn de luz

Toja (A max = 660nm), convierte a P, en cuesti6n de milisegundos en Pr

(fitocromos: | y II respectivamente), y gradientes de concentracién en la célula,

dependiendo de Ia luz incidente. El Pr es reversible con un fotén de luz infra roja

(A max = 730nm) 0 en oscuridad; entonces, el fitocromo es considerado un

interruptor, que puede activar foto-respuestas (Wagner y Grolig, 1992). En

Meugeotia, después de cambiar el gradiente de fitocromo por cambios en la   
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direccién o calidad de la luz incidente, los cloroplastos, que estan conectados con

el citoplasma, se mueven en direccion de P,, y la reordenacidn de cloroplastos

finalmente se da.

Wagner y Grolig (1992) concluyen que el "aparato-motor" de Ja migracién

de cloroplastos son los filamentos de la actina y miosina. La alineacién de los

filamentos de actina en sitios donde el extremo de los cloroplastos y citoplasma

estan unidos, muestra que ja actin-miosina genera la fuerza para la orientacién en

una direccion radial en células cilindricas, sin embargo el movimiento también es

tangencial, lo que indica la existencia de filamentos de actina de forma lateral.

Consecuentemente, la velocidad de la migracién de cloroplastos en Meugeotia y

Mesotaenium no resulta meramente de la velocidad dela interaccién de la actina y

la miocina, como es el caso de los movimientos traslacionales (por ejemplo el flujo

citoplasmatico), sino de los movimientos laterales también.

Enel fitoplancton no existe el sisterna de fitocromo. Debe de existir otro

sistema receptor (por ejemplo de “luz azul”) y otro sistema para controlar la

distribucion de los cloroplastos dentro dela célula.
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|.7 Migraci6n de cloroplastos en células fitoplanctonicas como mecanismo

de aclimatacién a los cambios en iluminacién

Senn, en 1919, observd desplazamiento de cloroplastos en las diatomeas

mediadosporla luz (citado por Chen Li, 1991), y un patrén conocido es: a) en

bajas intensidades luminosas, cloroplastos distribuidos en toda la célula, y una

agrupacién en los extremos en altas intensidades (Fig. 2), y b) un cambio en la

formay distribucion de un solo cloroplasto en la célula (en la clase Clorophyceae);

las especies reportadas con migracién de cloroplastos se enlistan en la tablaIII.

Kiefer (1973) mostré que cultivos unialgales exhibieron un decremento en la

fluorescencia paralelo a movimientos de cloroplastos causados por cambios en

iluminacién. Graham y Piccinin (1977) refieren la agrupacién de cloroplastos en

lugares especificos de la célula ante diferentes intensidades luminosas, y sugieren

cambios en el espacio de los tilacoides que pueden ser relacionados con

variaciones de la fluorescencia. Graham (1980) sefiala efectos de esparcimiento a

nivel tilacoidal y relaciona la absorbancia con el tamafio de la célula y el efecto

paquete, ademas sugiere evidencia no microscdpica (no basada en la

observacién) de movimiento o arreglo de cloroplastos. Mann (1996) menciona una

gran variedad de diatomeas que presentan éste mecanismo, aunque no define su

funcidn.  
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Baja irradiancia Alta irradiancia
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Figura 2. Arreglo de cloroplastos en fitoplancton con diferentes condiciones
fuminosas en los experimentos de Kiefer (1973). La flecha indica flujo de fotones.  
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TablaIll. Especies fitoplancténicas reportadas con migracién de cloroplastos.

 

Especie fitoplancténica Causa de la migracién de

cloroplastos

Referencia

 

Dinoflagelados
 

Pyrocystis Murray Ex

Haeckel
Seoy Fritz, 1999.

 

Pyrocystis lunula Luz intensa Sthephens, 1995.
 

Diatomeas
 

Biddulphiopsis titiana

Migracién de cloroplastos
en fase oscura (12:12 h Juz-

oscuridad)y acidificacién

del medio

Mann, 1996.

 

Ditylum brightwellif Luz intensa; flujo neto de

iones en ciclos de luz-

oscuridad*

Mann, 1996; Cheny Li,

1991.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Striatella unipunctata Irradiancia PAR Mann, 1996.

Triceratium Irradiancia PAR Mann, 1996.

Amphitetras Irradiancia PAR Mann, 1996.

Licmophora Irradiancia PAR Mann, 1996.

Actinocyclus Irradiancia PAR Mann, 1996.

Chaetoceros Irradiancia PAR Mann, 1996.

Cordehron Irradiancia PAR Mann, 1996.

Dactylosolen Irradiancia PAR Mann, 1996.
Rhizosolenia irradiancia PAR Mann, 1996.
Stephanopyxis trradiancia PAR Mann, 1996.

Thalassiosira lrradiancia PAR Mann, 1996.

Thalassiothrix lrradiancla PAR Mann, 1996.

Trichotoxon Irradiancia PAR Mann, 1996.

Pleurosigma irradiancia PAR Mann, 1996.

Nitzschia Irradiancia PAR Mann, 1996.

Lauderia borealis irradiancia PAR ** Kiefer, 1973.
 

Pleurosira laevis Estimulacién eléctrica Makita y Shihira-Ishikawa,

1997.
  Cymatopleura solea  Migraci6én después de la

mitosis  Williamson, 1993.

 

* Fijado en glutaraldehido al 1% por 30 minutos, y posteriormente en OsO, al 0.2%
por 30 minutos.
** Fijado con solucién Altmann (partes iguales de 2% (w/v) OsO,4 y 5% (wiv)
K2Cr207, por una hora.
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Kiefer (1973), en su trabajo realiz6 cultivos unialgales de diatomeas,

midiendo después de 30 minutos de oscuridad (y en el transcurso de una fuerte

iluminacion), la fluorescencia in vivo, concentracién de clorofila a y absorcién de

células en suspencién (con fluorometria y espectrofotometria, respectivamente),

utilizando la microscopia de contraste de fase para definir visualmente la

migraci6n de cloroplastos. Los resultados mostraron que después de 20 minutos,

la fluorescencia de la clorofila a fue la mitad de la que al inicio del experimento,

necesitando treinta minutos para recobrar sus valores preliminares. Este

experimento y posteriores, indicaron que el decaimiento de la fluorescencia

consistia de un componente rapido y uno lento: el primero se daba en los dos

primeros minutos de exposicién, mientras que el segundo se hacia presente entre

los cinco y diez minutos, requiriendo de hasta una hora para completarse. Kiefer

(1973) observ6 que los componentes lento y rapido de la fluorescencia

coincidieron con ja redistribucién de los cloroplastos dentro de la célula. En la

oscuridad o en irradiancia moderada, los cloroplastos se distribuyeron en toda la

célula, mientras que ante una intensa irradiancia éstos se movieron a los

extremos, formando agregados de igual tamafio. Es importante mencionar que

esto ultimo estuvo correlacionado con una reduccién de hasta un 40% en la

absorcion de células en suspension. Es probable, sin embargo, que los cambios

en la fluorescencia in vivo, reportados por Kiefer, sean producto de la reduccién no

fotoquimica, i.e. ef ciclo de las xantofilas o la fotofosforilacién (mecanismos que

afectan la eficiencia de la migracién de exitones hacia los centros de reaccién), ya

que los datos no permiten interpretar claramente qué efecto fisiolégico tenia el    
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movimiento de cloroplastos.

En. poblaciones naturales de fitoplancton, Graham (1980) encuentra

patrones muy complejos en mediciones de fluorescencia, claramente variables en

periodos cortos, correlacionados con cambios pequefios en la irradiancia, asi

como cambios enla irradiancia ascendente transmitida por suspencionesalgales.

También da evidencia no microscépica de movimiento o arreglo de cloroplastos

con la relacién inversa de un parametro de autosombreado y cambios en Ja

fluorescencia en cultivos de fitoplancton. Mas aun, estudios realizados con

microfotografia en un dinoflagelado, sefialan cambios en la eficiencia de la

absorcion espectral con la migracién, y que los espectros de absorcién especifica,

para los grupos mayoresdefitoplancton, no pueden ser siempre supuestas como

constantes (Stephens, 1995).

De todo lo anterior se sabe que la migracién de cloroplastos es un

fendmeno comtn enel fitoplancton, sin embargo hasta ahora no hay evidencias

directas experimentales de cémo afecta la migracién enla fisiologia celular.

1.8 Mecanismos de migraci6n decloroplastos en fitoplancton

Actuaimente se han estudiado {os mecanismos del movimiento de

cloroplastos en las diatomeas, el cual es similar al de plantas superiores y algas,

que consiste en citoesqueletos formados por microfilamentos y microtubulos de

tubulina y actina, que forman una red y soportan la movilidad de los organelos  
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fotosintéticos en algunas especies, y que tienen velocidades de 0.1 a 0.3 pm min’

(Chen y Li, 1991; Mann, 1996). Un ejemplo de la organizacion intracelular y el

movimiento de cloropiastos fo dan Wagner y Grolig (1992), donde las diatomeas

céntricas Biddulphia y Striatella, y !a alga unicelular Eremosphaera, tienen un

nticleo suspendido por hebras citoplasmaticas en el centro de una larga vacuola, y

a lo largo de estas hebras estan los cloroplastos que se mueven a lo largo de

ellas, de las paredes al ndcleo, dependiendo de las condiciones luminosas.

1.9 Funcion del arreglo de cloroplastos

Existen diferentes interpretaciones de !a funcién del arreglo de cloroplastos,

Mann (1996) sugiere que puede ser un mecanismo para proteger al nucleo de

dafios causadosporla luz visible o ultravioleta, aunque hay evidencias de que el

mecanismo migratorio se da también en oscuridad; o bien, que pueda ser un

medio de proteccién para los mismoscloroplastos a través del autosombreado.

Sin embargo, el mismo autor reporta que experimentos realizados con una gran

variedad de diatomeas no mostraron respuesta ante exposicién de UV-B.

Si tomamos en cuenta fa disminuci6n de la absorcién de luz disponible para

la fotosintesis, es posible pensar que esta se vera afectada. En trabajos con

macroalgas, como se mencioné anteriormente, Nultsch ef a/. (1981) concluyeron

que la tasa fotosintética fue independiente del arreglo de cromatdforos

correspondiente. Sin embargo, las ordenes de magnitud de tiempo (de hasta 8   
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horas en su experimentacién), no corresponden con la velocidad del movimiento

de los cloroplastos (de minutos a una hora) reportados para la diatomea Lauderia

borealis por Kiefer (1973). En otro trabajo mencionado anteriormente, Brugnoli y

Bjérkman (1992) encontraron en plantas superiores que la induccién del

movimiento de cloroplastos por juz azul caus6 cambios en la absorptancia de

diferentes especies de plantas, demostrando que puede haber un efecto

significativo en la eficiencia de la utilizacién de la luz en la fotosintesis. En

fitoplancton, Stephens (1995) sefiala cambios en la eficiencia de ta absorcién

espectral con ja migraci6n.

Alternativamente al cambio del arreglo de cloroplastos, se puede también

estudiar el arreglo de los tilacoides dentro de los cloroplastos como mecanismo

para cambiar el area transversal de los pigmentos fotosintéticos. Considerandoasi

al desplazamiento de cloroplastos desde la perspectiva del "aglomeramiento" de

membranastilacoidales, /e. un cloroplasto y sus membranas mas otros y las

propias (un “amontonamiento” de cloroplastos) crean un efecto de autosombreado

o de “paquete" dentro de la célula (Falkowski y Raven, 1997). Berneret al. (1989)

consideran que el “amontonamiento” de cloroplastos es el responsable del 40%

del efecto "paquete” que contribuye a los cambios en a* (absorcién especifica) in

vivo durante la fotoadaptacién en Dunaliella tertiolecta, pudiendo ser esto definido

como el mecanismodeproteccién contra altas intensidades luminosas.  
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1.10 Absorcién de células en suspension

1.10.1 Absorcién y densidad dptica

Considerando a un haz de luz monocromatica pasando a través de una

capa delgada de solucién con material absorbente, perpendicular ai haz, ia

intensidad de luz es atenuada exponencialmente de J, a i,., de acuerdo a la

férmula siguiente:

T,=Ip 10°?)

por eso

-OD=log(L,/Jn)

El logaritmo negativo (base 10) de J,/Z, es llamado densidad dptica o

absorptancia. La OD es proporcional al producto de la concentracién de la

sustancia absorbente dada y la trayectoria efectiva de la luz por la muestra

(Clayton, 1971; Kirk, 1994). Aqui se supone que la muestra no produce

esparcimiento y toda la atenuacion del haz de luz es por absorcion.

La medicién de la absorcién de las muestras que tienen esparcimiento, por

ejemplo células en suspencion, no es sencillo, partiendo del hecho de que la

absorcién de particulas pigmentadas en suspensiones diferente que la absorcién   
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de los pigmentos en un cierto volumen; aunado a esto, las células vivientes tienen

variabilidad en su tamafio, forma y composicién, ademas de que responden a

cambios en el ambiente en escalas de minutos a horas. Cuando se determina la

OD de una suspensi6n, segun Shibata et a/. (1954), la luz transmitida es medida

usualmente sin considerar que ésta puede representar toda o sdlo una parte de la

luz que sale de la suspensidn, y los mismos autores consideran dos casos

extremos: a) En el cual toda la luz transmitida que pasa a través de la suspension

es detectada por el detector, b) y en el cual sdlo esa parte de Ia luz transmitida

que procededela luz incidente es medida.

Los autores nombran a estas dos clases de luz transmitida como “luz total

transmitida” y “luz especular transmitida’, y “absorbancia total” y “absorbancia

especular’, respectivamente. Con un espectrofot6metro convencional, la OD

medida es intermedia entre la absorbancia total y especular, ya que los sensores

de luz tienen una apertura para recibir fotones de unicamente pocos grados,y la

luz esparcida de !a muestra fuera de estos angulos no es detectada (Kirk, 1994;

Shibata ef a/., 1954); tales espectrofot6metros miden !a atenuancia (absorcién mas

parte del esparcimiento).

El problema técnico que presenta el esparcimiento en mediciones de

muestras bioldgicas, es en gran parte responsable de que no existan datos

cuantitativos que permitan interpretar el efecto de la migracién de cloroplastos o

las propiedades Opticas celulares, y dada esta problematica, una alternativa es  



22

utilizar !a modelacién para investigar el efecto del la migracién de cloroplastos.

1.11 Modelo para cuantificar la absorciédn de tuz del fitoplancton con

cambios en su arreglo de cloroplastos

1.11.1 Antecedentes

Un haz de luz colimado, al pasar por el area transversal de una célula,

proyecta una sombra porlas diferentes interacciones dela Juz y ella (Fig. 3, donde

se considera el caso de una célula sin esparcimiento, con indice de refraccion real

igual al medio ambiental). Una vista mas precisa de la interaccién de los fotones

con tal particula absorbente (con indice de refraccién real diferente del medio),

implica diferentes fendmenosfisicos (Fig. 3 B)}, como la reflexidn externa, la

reflexion interna, la refracci6én y la absorci6n. Morel y Bricaud (1981), en su modelo

basado en la parametrizaci6n de Duysens (1956), consideran al indice de

refraccién del agua y dela célula iguales, lo que implica la excluir la reflexién y la

refraccidn (el modelo sdlo se ocupa de la absorcién) (Fig. 3 A).

Otros supuestos del modelo de Morel y Bricaud (1981), son la misma

concentracién de cromatéforos en toda la célula (y en las diferentes células de una

suspension), y células con forma esférica (geométricamente definidas como s =

nd7/4, 0 seccién geométrica, donde d es el didmetro). En este sentido, existen   



23

varios aspectos que tienen que ser tomados en cuenta para comprenderla

migracién de cloroplastos y supuestos cambios en absorcién. En Ja Fig. 4, se

muestra que con la migracién de cloroplastos, y una cantidad de clorofila

constante, el "efecto de paquete” disminuye con el aumento del volumen celular

(en el caso de la migracién de cloroplastos, naturaimente no se da un aumento o

disminucién del volumen celular, pero si un cambio en el volumen intracelular

pigmentado, representado porla circunferencia de los cloroplastos). Igualmente,

ante la posibilidad de una divisién celular, el “efecto de paquete” disminuye ante la

reduccién def drea transversal de fas células (o el volumen). Caso aparte es la

aclimatacioén a diferentes irradiancias, donde una célula con menos pigmentos

muestra menos efecto “paquete” que otra con el mismo volumen y mas pigmentos.

 



24
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Luz

Vista del area transversal (m’/célula)

Cc :

O =>
L
I

M —>.
A3 =
D Sombra
A Particula absorbente Proyeccion
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Refraccién

Fotén L. x 2a ay

Reflexion “0

Figura 3. A) Proyeccién de una sombra por las diferentes interacciones dela luz y
una particula absorbente, con indice de refraccién real de fa particula igual al del
medio. B) Interacciones dpticas de la luz con una particula absorbente con indice
de refraccién real de la particula diferente al del indice de refraccién del medio.  
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1) Migracién de cloroplastos (cantidad de clorofila constante, mgChl/cel). La

concentracién celular de clorofila cambia.

El efecto de “paquete”

disminuye con el aumento de

volumen celular
<2  

2) Divisién celular (concentracién de clorofila celular constante), y el tamafio
de las particulas disminuye.

E]efecto de “paquete”

> disminuye con la

disminucién del volumen

celular
> +   

mgChl/m?

3) Cambio en la concentracién de pigmentos. La distribucién de los cloroplastos no cambia.

Diferente concentracién de
clorofila

 

Aclimatacién a sombra Aclimatacién alta luz

Figura 4. "Efecto de paquete” y volumen celular. La densidad delas lineas en los
circulos son proporcionales a la concentracién de pigmentos, !os circulos indican
la periferia del protoplasma que contiene los cloroplastos; se presentan los

siguientes casos: 1) migracién de cloroplastos (el tamafto de célula es constante),
2) division celular (el tamafio celular cambia proporcionalmente a los circulos) y 3)
aclimatacion (el tamafio de las células no cambia).    
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1.12 Eficiencia de absorcion especifica

La eficiencia relativa de absorcién especifica (@*.) (Morel y Bricaud, 1981),

es definida como la razén de la absorcidn del volumen de una suspencién porla

absorcién del volumen de una solucién con las mismas concentraciones de

croméforos. Incluye a’, un parametro de tamafio y el coeficiente de absorcién sin

"efecto de paquete" de una solucién que toma en cuenta la concentracién celular

de clorofila. Asi, !as propiedades de la funcién @*,, (2), son que 0*,, > 1 cuando

p> , es decir, para grandes y/o esferas fuertemente absorbentes; y Q*,, > 0

cuando p’ > 0, o para esferas pequefias y/o pobremente absorbentes (para

detalles ver pagina 32). Un ejemplo con Thalassiosira eccentrica, reportada por

Haardt y Maske (1987) con un diametro promedio de 32.3 um, una concentracién

de clorofila de 41.2 (mg/m*), y absorcién especifica de la suspension (a*) de

0.017. Si se suponen dos casosenla posicién de cloroplastos: en fa pared celular

de una célula con 30 um de diametro, y en el caso de una distribucién de los

cloroplastos en el centro de fa célula, reduciendo el volumen pigmentado de la

célula a la mitad, con 15 um de diametro, el modelo de Morel y Bricaud (1981),

indica una disminucidn enla eficiencia relativa de absorcién, de 0.8 a 0.47 para el

pico de absorcidn de clorofila en el rojo (Fig. 5). Este ejemplo demuestra que un

cambio en el arreglo geométrico de los cloroplastos, puede  variar

significativamente el coeficiente de absorcién de una suspencidndefitoplancton.  
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il JUSTIFICACION, OBJETIVOS E HIPOTESIS

De manera general, e! traslado de cloroplastos en cultivos es reportado en

lapsos de tiempo inferiores a una hora, e incluso en pocos minutos, sin embargo,

en la practica, los métodos conocidos para su observacién son poco claros y

aparentemente especificos para cada especie y su particular estructura interna.

Entonces, es necesario desarrollar jos métodos, y asi entender los efectos del

acomodo de los mismos. Por otro lado, faltaria definir el mecanismo de la

migracion de cloroplastos en muestras naturales, ya que cambios enla estructura

interna del fitopfancton pueden alterar significativamente las propiedades dpticas

de la columna de agua, y a su vez tener importantes repercusiones en los

métodosfisioldgicos que estan afectados porla absorciénin vivo.

IL1 Objetivos generales

Observar y caracterizar la migracién de cloroplastos en cultivos uniaigales

monoespecificos y muestras naturales, como una respuesta de aclimatacién de

las comunidadesfitoplanctoénicas a diferentes condiciones de irradiancia.

(ntentar cuantificar tedricamente la tasa de cambio en la absorcidn de

cultivos unialgales monoespecificos.  
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11.2 Objetivos especificos

Someter cultivos de Thalassiosira weisflogii a diferentes intensidades

luminosas, buscando cambios en el arregio de jos cloroplastos, tomando como

parametros el nimero de cloroplastos visibles en las células y las areas de

proyeccién que forman éstos en las células.

Utilizar el modelo de eficiencia de absorcién especifica de Moref y Bricaud

(1981) para evaluar cambios en la absorcion de células en suspensién, basados

en la posicién de cloroplastos en Thalassiosira weisflogii.

Utilizar muestras de fitoplancton recolectadas en campo para intentar

observar migracién de cloroplastos con cambios eniluminacién.

I1.3 Hipstesis

Se puede demostrar que la absorcién de una suspensién de fitoplancton

puede cambiar con la distribucién intracelular de cloroplastos, utilizando la

microscopia para observarla ordenacién geométrica de los cloroplastos.
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Figura 5. Eficiencia de absorcién especifica (Q*a) de Thalassiosira eccentrica
para el pico de absorcién enel rojo, con cambios en su tamafio, suponiendo un
contenido celular igual de pigmentos y el volumen pigmentado comoesférico.
Las especificaciones tedricas son: 32.3 um de diametro promedio dela célula,
concentracién de celular clorofila de 41.2 (mg/m*), absorcién especifica de la
suspension (a*(cm)) de 0.017 a 675 nm (Haardt y Maske, 1987).  
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lil METODOS

Ill.1 Cultivos

Para los experimentos 1, 2 y 3 con cultivos unialgales monoespecificos se

utilizé Thalassiosira weisflogii, que fue cultivada en agua de mar enriquecida con

fosfatos, silicatos, nitratos y vitaminas, en una concentracién de f/10 (Gonzalez, ef

al., 1995). Antes de la experimentacién, las muestras fueron colocadas en

oscuridad total por al menos 8 horas, de lo que se obtuvo el tiempo 0 de la

posicién de cloroplastos (previa fijacién de la muestra y montaje). Después se

expusieron a la luz de un proyector Kodak Ektagraphic con foco de 300w (Phillips

E LH) con un filtro de agua de 10.9 cm para minimizarla luz infrarroja (Fig. 6),

hasta por 40 minutos (experimentos 1 y 2 por 30 minutos), para tenerla referencia

de los cambios ocurridos en la posicién de cloroplastos. Para la fijacién de las

muestras en los tres experimentos se utiliz6 glutaraldehido. La irradiancia durante

la exposicién fue arriba de 3 X 10” quanta s’ cm(medicion con sensor escalar

QLS-100, Biospherical Instruments Inc).

Otros experimentos con cultivos unialgales consistieron observar muestras

sin fijadores (in vivo) después de la corrida experimental de 40 minutos en alta

irradiancia, o colocandolas enalta irradiancia y en oscuridad total por 120 minutos

(un experimento cada uno), con glutaraldehido comofijador. El diagrama deflujo

de la experimentacion se muestra en la Figura 7.  
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La fijacidn por duplicado de las muestras microscépicas, en el caso delos cultivos

unialgales, se realizé con glutaraldehido (concentracién final 0.05 %, y en caso de

las muestras naturales se utiliz6 ademas formol (concentracién final 4%), tratando

de observar ei funcionamiento de este fijador, no reportado en la literatura. El

impacto de losfijadores en ja geometria de los cloroplastos dentro dela célula, fue

probado en una corrida experimental con Thalassiosira weisflogii, donde se evité

el uso de fijadores. Despuésdefijar las muestras, éstas se filtraron en membranas

de policarbonato de 8 um de tamafio de poro, y los filtros se ubicaron en un

portaobjetos con una gota de aceite de inmersién bajo y sobre eilos, y protegidos

con un cubreobjetos. La observacién y tomado de imagenes sehizo en los 10

minutos posteriores al montaje de las muestras enlosfiltros.

El microscopio utilizado en el analisis, fue un microscopio de

epifluorescencia y luz de transmisién (Jenalumar), y las imagenes se obtuvieron

con una camara de videotricromatica, de 768H x 494V pixeles de resolucién (MTI,

modelo DC330). En los experimentos con cultivos unialgales, se procedié a contar

en el microscopio los cloropiastos visibles en las células en tiempo 0 y después de

la incubacién, ademas de medir el largo y ancho, en un plano, de éstos en las

células (Fig. 8), para posteriormente calcular el area de distribucién intracelular.

Para la aplicacién del modelo de absorcién especifica (Q*,), el numero de

células fue contado con un hematocimetro de 0.2 ml de volumen, y ia   
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concentracién de clorofila a fue medida utilizando filtros GF/F extrayendo el

pigmento en acetona al 90%, segtin el método de Jeffrey y Humphrey (1975)

(Jeffrey y Welschmeyer, 1997). La filtracién se realizé con un equipo de succién

tradicional, con un volumen filtrado para todos los experimentos de 10 ml de

cultivo, en un volumen de acetona de 5 ml. Para las lecturas de absorcién, fue

utilizado el espectrofotometro Shimadzu (Spectronic, 210UV), en modo

transmitancia, para después pasar a OD conla siguiente formula:

OD = log(T%/100)

Ill.2 Eficiencia de absorci6n especifica (Morel y Bricaud, 1981)

Para la cuantificacion teérica de la tasa de cambio en la absorcion,se utilizé

el modelo de eficiencia relativa de absorcién especifica (Q*,), que para una célula

esférica se expresa como:

O*, = (3/2) Q/A

Donde:

Q, es la eficiencia relativa de absorci6n, definida por 2 = 4daen/3n, y

des el diametro de una esfera con un volumen equivalente a la célula. acm es el

coeficiente de absorcién sin efecto paquete de una solucién (acm = @*so1 X Chilcei),   
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a*so) es el Coeficiente de absorcién especifico (m7/mg) igual a 0.02 (este es el valor

aproximado para la clorofila a en el pico del rojo), Chlce: ia concentracién celular

de clorofila (mg/m*), que esta calculada por la razén de la concentracién de

clorofila (Chi) del volumen de la suspencién (mg/m) entre el numero de células N

(células/m*) multiplicado por el volumen celular (ChI / N/V Vee).

Si las formulas suponen una célula esférica con pigmentos distribuidos

uniformemente, podemos definir que con fa migracién de cloroplastos cambia el

diametro de la célula, y sus propiedades de absorcidn (Fig. 9), y por sustitucion de

los tamafios de las células y los cloroplastos (definidos por sus areas) en el

modelo, podemosclarificar los valores de absorcién especifica de una especie

fitoplanctonica en suspencién. Las células de Thalassiosira weisflogii son

cilindricas, el aproximamiento a una célula esférica para determinar el diametro

que se utiliz6 en el modelo se hizo estableciendo el volumen dela célula (con el

largo y ancho delas células (Fig.8)):

VCel = Ip x x (do/ 2)?

Donde:

!o es el largo de la célula, y dg es el ancho de la misma.

Y sustituyendo en:   
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D=*)VCel x 6/z

Donde:

D es el diametro de una esfera y VCel el volumen de la célula. El

diametro de Ja esfera fue el que se tomo en cuenta para los “cambios de tamafio”

de las células.

1.3 Muestras naturales

El trabajo en el crucero (abril de 1999, Golfo de California), consté de tres

experimentos, que se realizaron con muestras de fitoplancton obtenidas en la

superficie (100% de irradiancia), y en profundidades con 3% deirradiancia (donde

no se encontraron especies parala investigacién).

Las muestras con 100 %de irradiancia PAR fueron recolectadas de la

superficie con una cubeta, mientras que para las muestras provenientes de! 3% de

la irradiancia PAR superficial, se determino el coeficiente de atenuacién dela luz,

que consiste en definir la profundidad de visibilidad con el disco de Secchi (factor

1.6 para convertir la profundidad Secchi al coeficiente de atenuacién de luz). La

toma de muestras se hizo con botellas tipo Niskin con ligas y empaquesdesilicén.

El agua recolectada se tamiz6 con malla de 130 um, para evitar la existencia de

zooplancton que pudiera perjudicar la muestra, y se reparti6 en botellas de   
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policarbonato de 100 ml, donde se realizé el experimento. La preiluminacién con

luz in situ (irradiancia original) tuvo una duracién de 30 minutos, consistiendo en

envolverlos recipientes de policarbonato con tela negra (para 3 % de irradiancia),

y exponerlos a la luz en un incubador con fondo negro flujo continuo de agua del

mar para mantenerla temperatura constante.

En el experimento se tomaron muestras para determinar la concentracién

de clorofila de la fracci6n de mas de 8 km (con filtro de policarbonatoy filtro GF/F).

En todos los casos se utiliz6 como fijadores glutaraldehido al 0.05% y

formaldehido al 4% (concentracionesfinales). Después de la preiluminacién, se

tom6é muestra por duplicado para tiempo 0 en la posicién de cloroplastos, y

después serealizé ej tratamiento simultaneo de dos submuestras de la muestra

original, con la irradiancia opuesta a la que esta sometida normalmente (de luz a

oscuridad, o de oscuridad a luz, por ejemplo), por diez y treinta minutos en el

incubador. Después de diez y treinta minutos, se fijaron 50 ml de cada muestra

para filtrar por succi6n con membranasde policarbonato de 2.5 cm y poro de 8

uum, siempre por duplicado, con formaldehido y glutaraldehido.

El montaje de las muestras fue similar a los experimentos con cultivos,y el

analisis consisti6 en la busqueda de especies con cloroplastos perfectamente

visibles en los tiempos 0 de los experimentos, y darles un seguimiento en los

tratamientos posteriores.  
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Figura 6. Esquemadela iluminacién en experimentos concultivos unialgales.  
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Figura 7. Diagrama de flujo tipico de los experimentos 1, 2 y 3 con cultivos
unialgales.   
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Figura 8. Esquema para cuantificar el area de fa distribucién de los cloroplastos en
muestras unialgales. Vista en un plano de células en diferentes tiempos (A y B), y
el “largo” y “ancho” que cubren fos cloroplastos en ella, que se midieron para
posteriormente determinarel area.   
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Figura 9. Esquemaparael calculo del efecto éptico que puede inducir la migracién
de cloroplastos. Célula esférica con diferente posicion de cloroplastos (A y C), y
diferentes areas de absorcién correspondientes (area gris) (B y D).  
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IV RESULTADOS

IV.1 Orientacién de los cloroplastos en Thalassiosira weisflogii

En los experimentos con Thalassiosira weisflogii, después de una

aclimataci6n en la oscuridad e incubacién de 30 y 40 minutos enalta irradiancia, la

orientacién de los cloroplastos no mostré cambios notables (Figs. 10 y 11) segtin

lo reportado en otras especies, ni alin en experimentos de mayor duracién (120

minutos) (Fig. 12), ni en 120 minutos de oscuridad (Fig. 13). Los cloroplastos

siempre se ubicaron en las orillas de las céluias (cerca de !a pared celular), sin

embargo, se encontraron diferencias en el numero de cloroplastos observados por

célula, y las areas formadasporeilos.

El andalisis detallado de las células fitoplanctonicas mostré que en los

experimentos 1 y 2 (en incubaciones de 30 minutos) hubo menoscloroplastos

visibles. En el experimento 1, las células con sdlo dos cloroplastos variaron de 5

observadasen el tiempo 0 a 24 después de 30 minutos (Fig. 14 A), y de 23 a 30

en las células con tres cloroplastos; inversamente, las células con 4 y 5

cloroplastos visibles fueron mayores en tiempo 0 que después de 30 minutos.

Estadisticamente, se encontraron diferencias significativas en el numero de

cloroplastos en tiempo 0 y 30 minutos (95 % de confiabilidad en una pruebaf,

p=0.000275).  



41

En el experimento 2 sucedid lo mismo, sin embargo, el nimero de

cloroplastos visibles que mas varid fue el de 3, donde en el tiempo 0 se

observaron 10 células, mientras que después de 30 minutos hubieron alrededor de

27 células con tres cloroplastos visibles (Fig. 15 A); también hubo un decremento

en las células con 5 6 6 cloroplastos, y estadisticamente hubo diferencias

significativas entre ambas muestras (95 % de confiabilidad, prueba t, p=0.000370).

En el experimento 3 no se confirmé la tendencia anterior, a pesar de ser

menor el nimero de células con 2 cloroplastos visibles en la muestra de 40

minutos (de 5 en tiempo 0 a 1 después de 40 minutos) (Fig. 16 A); en este

experimento se utiliz6 un control que fue ubicado en oscuridad, y después de 40

minutos mostré, a diferencia del tiempo 0 y cuarenta minutos, mas células con 2 y

3 cloroplastos visibles. En general, en el experimento 3 no hubo diferencias

estadisticas significativas (95 % de confiabilidad, prueba t, p=0.057595 para

namero de cloroplastos 40 minutos vs. numero de cloroplastos control, y

p=0.180394 para numero de cloroplastos TO vs. numero de cloroplastos 40

minutos).

iV.2 Areas de los cloroplastos en Thalassiosira weisflogii

Diferencias significativas (98 % de confiabilidad, p=0.027382) fueron

encontradas en total de las areas que forman los cloroplastos en tiempo 0 y 30
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minutos en el experimento 1; en los intervalos de 0-9 y 10-19 ym? (en los tamafios

de areas) sdlo hubo 1 célula de tiempo 0, por 10 de 30 minutos, y enelintervalo

de 40-49 ym? fa reduccién en el numero de células con esas areas de cloroplastos

fue de 45 a 21, de tiempo 0 a 30 minutos, respectivamente (Fig. 14 B). En el

experimento 2, también hubo diferencias significativas en las pruebas estadisticas

(p=0.000251), y en los intervalos de 0-9 y 10-19 um? se dio la mayor reduccién,

mientras que en el intervalo de 30-39 um* en 30 minutos se contaron, con-

respecto a tiempo 0, menor numero de células con ese tamafio en las areas que

forman los cloroplastos (Fig. 15 B). El experimento 3, presenta en el intervalo de

10-19 jum? un numero mayor de células en tiempo 0, y en el intervalo de 20-29

um? en el control, sin marcar una tendencia especifica (Fig. 16 8B);

estadisticamente hubo diferencias significativas (con la prueba ft) en tiempo 0 y 40

minutos (p=0.030467), mientras que entre el control y 40 minutos no se encontré

diferencia (P=0.206344), lo que puede mostrar un factor de control fisiolégico no

tomado en cuenta.  
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Figura 10. Imagen con luz de transmisién, muestra sobrefiltro de policarbonato.
Las imagenes son composiciones de imagenes con la misma magnificacién
(100 x). Posicién de los cloroplastos (circulos en las células de diferentes

tamafios) en Thalassiosira weisfloguii en el experimento 2, tiempo 0 (A) y
después de 30 minutos enalta irradiancia (B). La barra es de 10 um en ambas
figuras.  
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muestra sobre filtro de policarbonato.

Las imagenes son composiciones de imagenes con la misma magnificaci6én
Figura 11. Imagen conluz de transmisién,

(100 x). Posicién de los cloroplastos (circulos en las células de diferentes
tiempo 0 (A) y

B). La barra es de 10 pm en ambas
,tamafios) en Thalassiosira weisflogii en el experimento 3

después de 40 minutos enalta irradiancia
figuras.

(
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Figura 12. Imagen conluz de transmision, muestra sobrefiltro de policarbonato.
Las imagenes son composiciones de imagenes con la misma magnificaci6n
(100 x). Posicién de los cloroplastos (circulos en las células de diferentes
tamafios) en Thalassiosira weisflogii en tiempo 0 (A), después de 60 (B) y de
120 minutos enalta irradiancia (C). La barra es de 10 pm enlasfiguras  
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Figura 13. Imagen con luz de transmisién, muestra sobre filtro de policarbonato.
Las imagenes son composiciones de imagenes con la misma magnificacion
(100 x). Posicién de los cloroplastos (circulos en las células de diferentes
tamafios) en Thalassiosira weisflogii en tiempo 0 (A), después de 60 (B) y de
120 minutos en oscuridad (C). La barra es de 10 um en ambasfiguras.  
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cloroplastos en células. Experimento 3 con Thalassiosira weisflogii, en
muestras fijadas con glutaraldehido.  
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IV.3 Impacto delosfijadores

Se buscé conocer ej impacto de los fijadores en la estructura interna de

Thalassiosira weisflogii, por ello se realiz6 un experimento con células sin fijar. Por

la naturaleza del experimento, fue imposible hacer un analisis cuantitativo, de tal

manera, las imagenes no exhiben cambios evidentes de tiempo 0 a 40 minutos

(Fig. 17). En ninguno de los tres experimentos previos a la prueba in vivo existid

una evidencia de la expulsién de material celular (no existen imagenes del

experimento 1 porque enla filtracién se dej6 demasiada agua enel filtro, y al

montarla en aceite de inmersidn, hizo dificil la observacién de las células, lo que,

sin embargo, no imposibilit6, aunque dificult6, el tratamiento cuantitativo), y en

esta Ultima no se observa una diferencia evidente a las pruebas anteriores, con lo

que damospor sentado que no hubo dajfio en T. weisflogii debido la fijaci6n con

glutaraldehido.

En muestras naturales no hubo experimentos in vivo, solo se busco verel

funcionamiento del formaldehido en comparacién conel glutaraldehido.

IV.4 Eficiencia de absorcion

Al definir en tiempo 0 a una célula entera con cloroplastos en todo su

volumen, o cubriendo una area similar al area de la célula, y una reduccién del

tamafio de esta célula por la reduccién del area que cubrenlos cloroplastos en 30   



51

minutos, como sucedié en los experimentos 1 y 2 con Thalassiosira weisflogii,

encontramostamafios de células que van de 2 a 15 um (entre células completas y

su reduccién de tamafio tomando en cuenta sdlo a sus cloroplastos). Estos datos

generanunaeficiencia de absorcién que va de 0.13 en 2 pm,a 0.87 en 11 um (en

el maximo y minimo valor que se presentd), evidenciandose cambios en absorcién

debidos a los cambios en las areas de los cloroplastos y el numero deellos (Fig.

18). En el experimento 3, se genera un resultado similar, con una eficiencia de

absorcion de 0.09 en 2 pm 0.89 en 15 um (Fig.19). Estos calculos suponen que

el contenido de pigmentos (mg/célula) no varia entre células. El resultado

numérico es sdlo valido para el pico rojo dela clorofila a, se espera que afecte el

coeficiente promedio de las longitudes de onda fotosintéticamente activas.
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Figura 17. Imagen con luz de transmisién, muestra sobrefiltro de policarbonato.
Las imagenes son composiciones de imagenes con la misma magnificacion
(100 x). Posicién de los cloroplastos (circulos en las células de diferentes
tamafios) en Thalassiosira weisflogii in vivo en tiempo 0 (A) y después de 40

minutos en alta irradiancia (C). La barra es de 10 um enlasfiguras.
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Figura 18. Eficiencia de absorcién especifica (Q*a) versus diametro del

volumen celular pigmentado para el pico de absorcién en el rojo (se supone
que a%so, = 0.02 (m*/mg)). El ejemplo esta caiculado con la geometria y
concentracién celular presentados en los experimentos 1 y 2 con Talassiosira
weisflogii. La concentracion de clorofila en el cultivo fue de 243.5 mg/m?(el
contenido celular de clorofila de 1.17 x 10° mg/m’), y el nimero de células 2.08
x 10" cel/m®.    
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Figura 19. Eficiencia de absorcién especifica (Q*a) versus didmetro del
volumen celular pigmentado para el pico de absorci6én en el rojo (se supone

que a*so1 = 0.02 (m*/mg)). Ef ejemplo esta calculado con la geometria y
concentracién celular presentados en el experimento 3 con Talassiosira
weisflogii. La concentracion de clorofila en el cultivo fue de 407.84 mg/m’ (el
contenido celular de clorofila de 1.75 x 10° mg/m’), y el numero de células 2.33
x 10" cel/m®.  
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1V.5 Muestras naturales

Diversas especies pudieron ser observadas en las muestras naturales

analizadas, sin embargo, muchasde ellas no tenian cloroplastos visibles, ya sea

por el tamafio de estas especies o por dificultades técnicas. Finalmente, las

especies analizadas fueron Eucampia cornuta, Asterionellopsis glacialis, Ceratium

furca, Chaetoceros costatus, Leptocylindrus minimus, Skeletonema costatum, y

una especie no identificada de diatomea central. Todas estas especies fueron

recolectadas de la superficie (con 100% de irradiancia) y puestas en irradiancia

experimental de 3%, ya que en muestras de 3% deirradiancia (y puestas en

100%) no hubo organismospara analizar, por los problemas comentadosarriba.

Eucampia cornuta

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%, expone en

tiempo0,fijada con formol, una distribucién de cloroplastos agrupada ligeramente

cerca de la pared lateral exterior (Fig. 20A) (tomando en cuenta que forma una

curva en su agregacién con otros individuos de su especie). Después detreinta

minutos de incubacion, los cloroplastos parecen agrupados en el centro de las

células (Fig. 20 B y C), en muestras fijadas con formol y glutaraldehido,

respectivamente. Existe la posibilidad de que esta especie fuera dafiada por los

fijadores.  
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Asterionellopsis glacialis

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%, en tiempo 0,

fijada con formol, presenta un solo cloroplasto grande en su seccién mas ancha

(Fig. 21 Ay B), y después de 30 minutos son notorios dos cloroplastos (Fig. 21 C,

D y E), de lo que se deduce que podria existir un agrupamiento anterior (en tiempo

0) que impedia que se vieran ambos. En una muestra de 30 minutos fijada con

grutaraldehido, son notorios también dos cloroplastos (Fig. 21 F), con lo que se

prueba la eficacia de los dos fijadores, o el impacto similar en ambos en esta

especie.

Ceratium furca

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%. Existe una

mala visién de los cloroplastos en esta especie, especialmente en las imagenes

obtenidas con la camara digital. La observacion en el microscopio, en una muestra

fijada con formol, define una posible posicion de los cloroplastos en tiempo 0 en el

cuerpo principal del organismo, no asi en sus largas extremidades (Fig. 22 A y B).

Despuésdetreinta minutos en muestra fijada con glutaraldehido, !a distribucién de

los cloroplastos es aparentemente igual (Fig. 22 C y D).

 



 
Figura 20. Eucampia cornuta. Imagen con luz de transmisién, muestra
recolectada en superficie y montada en filtro de policarbonato, magnificacién

100x. Figura A, tiempo 0 fijada con formol. Figura B muestra después de
tratamiento experimental fijada con formol. Figura C, muestra después de

tratamiento experimentalfijada con glutaraldehido. Se puede observar el poro
de los filtros (d = 8 um). Ver explicacidn enel texto.  
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Figura 21. Asterioneffopsis glacialis. |magen con luz de transmisioén, muestra

recolectada en superficie y montada en filtro de policarbonato, magnificacién
100x. Figuras A y B tiempo 0; C, D, E y F, después tratamiento experimental.
La figura F corresponde a una muestra fijada con glutaraldehido, el resto con

formol. Se puede observarel poro de Iosfiltros (d = 8 um). Ver explicacion en el
texto; los cloroplastos se sefialan en los rectangulos.   
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Figura 22. Ceratium furca. imagen con luz de transmisién, muestra recolectada
en superficie y montadaenfiltro de policarbonato, magnificacién 100x. Figuras
A y B (seccion de A) en tiempo0, fijadas con formol. Figuras C y D, después de
tratamiento experimental, fijadas con giutaraldehido. Se puede observarel poro
de losfiltros (d = 8 um). Ver explicacion enel texto.   
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Chaetoceros costatus

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%. En muestras

con diferentesfijadores, parece tener una distribucién de cloroplastos uniforme, sin

diferencias aparentes (Fig. 23 A y B). No se localizaron mas individuos de esta

especie que pudieran confirmar el reposicionamiento.

Leptocylindrus minimus

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%. Se trata de

células alargadas (fijadas con formoi), con 2 o mas cloroplastos agrupados enel

centro de la célula en tiempo 0 (Fig. 24 A). Después de 30 minutos, con el mismo

fijador, ensefian similar posicién de los cloroplastos (Fig. 24 B).

Skeletonema costatum

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%. En imagenes

escasas y de mala calidad, esta especie parece tener en tiempo 0, fijada con

formol, cloropfastos en el extremo de la célula (Fig. 25 A). Después del tratamiento

experimental, con glutaraldehido y formol, presenta cloroplastos agrupados en el

centro de la célula o hacia un extremo(Fig. 25 B y C, respectivamente).

Diatomea central

Recolectada de la superficie, y puesta en irradiancia de 3%, se trata

posiblemente de una especie de Coscinodiscus. En tiempo 0, fijada con formol,  
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exhibe una agrupacion de cloroplastos en el centro de la célula (Fig. 26 A y B).

Despuésdela irradiancia experimental, también en muestras fijadas con formol,

tiene una distribucién de cloroplastos en la periferia de la célula y muy

posiblemente en toda su extensiédn (Fig. 26 C y D, de una misma célula con

diferente enfoque).
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Figura 23. Chaetoceros costatus. |magen con luz de transmisién, muestra
recolectada en superficie y montada enfiltro de policarbonato, magnificacién
100x. Figura A, tiempo 0, muestra fijada con formol. Figura B, después de
tratamiento experimental, mismo fijador. Se puede observar el poro de los

filtros (d = 8 um). Ver explicacién en el texto.  
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Figura 24. Leptocylindrus minimus. Imagen con luz de transmision, muestra

recolectada en superficie y montada en filtro de policarbonato, magnificacién
100x. Figura A, tiempo 0; figura B después de tratamiento experimental. Ambas
muestrasfijadas con formol. Se puede observarel poro de losfiltros (d = 8 pm).
Ver explicacién en el texto.  
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Figura 25. Skeletonema costatum. Imagen con luz de transmisién, muestra
recolectada en superficie y montada enfiltro de policarbonato, magnificacién

100x Figura A, tiempo 0 fijada con formol. Figura B y C después de tratamiento
experimental, fiiadas con glutaraldehido y formol, respectivamente. Se puede
observarel poro delosfiltros (d = 8 jm). Ver explicacién en el texto.  



 

 
Figura 26. Imagen con luz de transmisién, muestra recolectada en superficie y
montada enfiltro de policarbonato, magnificacidn 100x. Diatomea central en
tiempo 0 (figuras A y B), y despuésdelairradiancia experimental (C y D), estas
ultimas son el mismo organismo con diferente enfoque en el microscopio.
Todasfijadas con formol. Se puede observarel poro delosfiltros (d = 8 pm).
Ver explicacién en el texto.  
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V DISCUSION

El reposicionamiento de cloroplastos ha sido reportado en células

fitoplanctonicas como respuesta a cambios en intensidades luminosas, con

patrones que exhibena fos cloroplastos agrupadosen los extremos delas células

en baja irradiancia 0 distribuidos en toda la célula en alta irradiancia (Kiefer, 1973).

Los reportes de migracién de cloroplastos en el género Thalassiosira datan de

1905 (Mann, 1996), pero no se dan detalles de los géneros, aunque si que se da

como respuesta a la intensidad luminosa. En Thalassiosira weisflogii, no se

presentd migracion de cloroplastos ante el estimulo de cambios en iluminacién de

acuerdo a los patrones conocidos en fitoplancton. Las diferencias que se

presentaron en los experimentos en el numero de cloroplastos visibles y las areas

formadas porellos podria resultar de la migracién de cloroplastos inducida porla

luz, o es posible que otro factor induzca cambios en la estructura interna de las

células, ya que el control en el experimento 3 es similar al tratamiento. No se

puede dejar la posibilidad de que el cultivo utilizado para el experimento 3

presentara un estado fisioldgico diferente a los cultivos de los anteriores

experimentos.

La mayordificultad encontrada en la investigacién esta relacionada con el

montaje de las muestras y la observacién en el microscopio. En células pequefias

comoT. weisflogii, menor de 15 jim, la observaci6n sedificulta por tratarse de una   
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célula pequefia, con cloroplastos de tamafios variables y algunas veces escasos y

grandes. Sin embargo, algunos aspectos indican que existe un cambio intracelular,

caracterizado por cambios en las areas que cubren los cloroplastos y en el numero

de los mismos.En los experimentos 1 y 2, las pruebas cuantitativas mostraron una

reduccion en el numero de los cloroplastos visibles, de tiempo 0 a 30 minutos en

irradiancia experimental, al igual que fas areas que formaron los cloroplastos. En

el primer caso existe la posibilidad de un autosombreado de los cloroplastos, es

decir, que vista una célula en tercera dimensién, se acomodencloroplastos debajo

de otros, y esto imposibilite su observacién en un plano, como nosotros lo hicimos

(Fig. 27), sin embargo, ninguna delas vistas de T. weisflogii (en su forma circular o

rectangular) da aspectos alguna agrupacién, o reposicionamiento en especial.

Este asunto puede ser importante, asi como que visiblemente fos cloroplastos de

los experimentos 1 y 2 son mas grandes quelos del experimento 3 (Figs. 10 y 11,

respectivamente), sin embargo, no se cuantificd el tamafio de los cloroplastos. La

informacion con microscopia de epifluorescencia no da informacidn adicional, y el

experimento que podria haber sido confirmativo, el ndmero 3, no mostré cambios

significativos en el numero de cloroplastos visibles, no asi en el area que cubrieron

en la célula: en todos los experimentos hubo cambios significativos en las areas

que formabanlos cloroplastos en tiempo 0 y despuésdeltratamiento.

En e] aspecto citoldgico, el cambio en las areas que formanlos cloroplastos

en los tres experimentos puede serindicio de un movimiento parcial, y esto debido

a la morfologia interna de las células. En su trabajo con la diatomea Pleurosira  
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laevis, Makita y Shihira-lshikawa (1997), encuentran a los cloroplastos localizados

entre las hebras citoplasmaticas que atraviesan la vacuola, que forman puentes

por dondese da la migracién de cloroplastos. En células vegetales, el tamafio de

estas vacuolas puede variar, y adelgazar las hebras en células grandes, o

engrosarlas en células pequefias (Alberts, ef a/., 1983), suponiendo que algo

similar ocurriera en células fitoplanctonicas, seria posible que en células sin estos

puentesbien definidos el reposicionamiento de cloroplastos pudiera no ser notorio.

Los diametros de algunas especies reportadas con migracién son los siguientes:

Lauderia borealis, 24-75 um; Pleurosira laevis, 100 1m aproximadamente; Ditylum

brightwelli, 25-100 xm; Actinocyclus, eje apical 35-125 um; Pyrocystis lunula, que

tiene una forma que se sale del patrén general (no cilindrica), ~20 um. T.

weisflogii, en la cepa con la que se trabajd, no tiene mas de 10 1m de diametro en

promedio, sin embargo, algunas otras especies son mucho mas grandes: T.

sackettii, 43-53 um, T. anguste-lineata, 14-78 um; T. endoseriata, 20-60 pm, o T.

poro-irregulata, 21-30 um. Con lo que es evidente que el movimiento de

cloroplastos se ha reportado en especies grandes, y que alguna especie de

Thalassiosira podria tener migracion notoria de cloroplastos, como lo reportado; es

posible también, que se reporten especies grandes con migracién de cloroplastos

por que es mas sencilla su observacion, pero Wagner y Grolig (1992), dan como

un hecho que en células grandes el movimiento intracelular es mas extensivo.

La funcionalidad y los mecanismos de fa migracién de cloroplastos no son  
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definidos claramente, especialmente lo primero. Inicialmente no parece haber un

arreglo tipico de los cloroplastos en las células, ni an en macroalgas y plantas

superiores, esto dependera dela estructura de la célula misma, de las condiciones

de irradiancia ("arreglos" de baja o alta irradiancia), y del mecanismo del

reposicionamiento que exhiba la especie. Inicialmente, la migracién de

cloroplastos se funda en organismos inmdviles, adaptando su arreglo intracelular

de acuerdo a las condiciones ambientales (Wagnery Grolig, 1992), y puede haber

dosposibilidades: 1) El cloroplasto comoparticipante enel flujo citoplasmatico con

distribucién aleatoria, 2) o estrictamente como la migracién de los cloroplastos

mientras el citoplasma se mueve gracias a este movimiento.

En adicion a lo precedente, algunas plantas tienen distintos arregios de

cloroplastos enla luz y en la oscuridad, en donde Ia distribucién es aleatoria en el

citoplasma, como resultado del control activo en condiciones conalta irradiancia,

tratandose de una relajacién, mas no de una orientacién especifica a la luz

(Wagnery Grolig, 1992). De acuerdo conlo anterior, el movimiento de cloroplastos

puede basarse mecanisticamente en microtibulos, no relacionado directamente

con la luz (siguiendo ritmos circadianos), y en los filamentos de actina,

dependiendode la calidad y direccidn de la luz, definido este ultimo en un orden

secuencial basado en la presencia defitocromo (no presente en el fitoplancton),

sin embargo, se han estudiado los mecanismos del movimiento de cloroplastos en

las diatomeas,el cual es muy similar al de plantas superiores y algas, que consiste

igualmente en citoesqueletos formados por microfilamentos de actina y  
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microtubulos de tubulina, que forman una red y soportan la movilidad de los

organelos (Chen y Li, 1991; Mann, 1996). Un ejemplo de la organizacién

intracelular y el movimiento de cloroplastos lo dan Wagnery Grolig (1992), donde

las diatomeas céntricas Biddulphia y Striatella, y ia alga unicelular Eremosphaera,

tienen un nucleo suspendido por hebras citoplasmaticas en el centro de una larga

vacuola, y a lo largo de estas hebras estan los cloroplastos que se muevena lo

largo de ellas, de las paredes al nucleo, dependiendo de las condiciones

luminosas. El fitoplancton tiene por definicién orientaci6n geométrica al azar, la

célula no puede orientar los cloroplastos para maximizar la absorcidn de luz, lo

mejor que puedelograr ta célula es una distribucién aleatoria de los cloroplastos

cerca de la pared celular. En el caso de un agrupamiento delos cloroplastos, el

beneficio aparente es la fotoproteccién por autosombreado.

Algunos de los arreglos conocidos en fitoplancton son los siguientes: En

Lauderia borealis, con alta irradiancia los cloroplastos migran a los extremosde la

célula, mientras que en baja irradiancia se encuentran en toda la célula; en

Pleurosira laevis, los cloroplastos estan en las paredes dela célula, y después de

un contacto eléctrico rodean al nucleo; en Pyrocystis lunula, los cloroplastos se

agrupan al centro de la célula en alta intensidad, y en toda su extensién en baja

intensidad. Entonces, la posicién de los cloroplastos variara de especie en

especie, y dependiendo de los mecanismos de movimiento intracelular (flujo

citoplasmatico, migracién de cloroplastos basado en filamentos de actina o

microtuibulos, o ambos), la organizacionintracelular en la célula y la forma de esta  
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misma (tedricamente, en una célula esférica, simétrica por tanto, el acomodo de

los cloroplastos en las "paredes mas cercanas" los ubicaria en todas direcciones

en la pared de la célula, mientras que en una célula alargada, también simétrica,

se trataria de una migracién a los extremos).

Se intentaron observar cambios morfolégicos causados porlos fijadores

comparando muestras in vivo, pero el supuesto cambio en la estructura interna de

las células en lapsos cortos de tiempo, hizo dificil técnicamente contar los

cloroplastos y medir las areas que forman, ya que el andalisis cuantitativo de las

muestras llevaria horas, y la posiciédn de los cloroplastos tedricamente podria

cambiar. Kiefer (1973), utiliz6 un fijador basado en OsO,4 y K2Cr207 y no reporta

influencia del fijador en la organizacién intracelular; Chen y Li (1991), utilizan

glutaraldehido al 1% y hacen una posfijacién con OsO, y para la preservacion del

citoesqueleto incuban sus muestras en acido tanico. En términos generales, el

glutaraldehido es un buen fijador de estructuras intracelulares y especialmente

recomendado enla fijacion de microtubulos (Caseres, 1995); es de esperarse que

penetre rapidamente en las células (como es el caso de los aldehidos, por su bajo

peso molecular), y fa inmovilizacidn del protoplasma por el entrecruzamiento de

las proteinas y los acidos nucleicosporelfijador (Navaluna,et a/., 1989). Entre los

problemas que son reportados para el glutaraldehido, estan la mala estabilizacion

de las membranas, que pueden permanecer osméticamente activas generando

una deformacién potencial después dela fijacién (Boltovskoy, 1995), pero no se

hace énfasis sobre grupos de fitoplancton especialmente afectados; en especies   
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sin estructuras siliceas, Verity ef a/. (1992) reportan una reduccién del 29% (+

14%) en el tamafio, en muestras fijadas con glutaraldehido. Las muestras

naturales fueron fijadas con dos fijadores por separado: glutaraldehido y

formaldehido (que presentan caracteristicas similares, excepto porque este Ultimo

penetra mas rapidamente en las membranas), y es notable que Asterionellopsis

giacialis parece exhibir cambios en la morfologia o posicién de los cloroplastos con

ambosfijadores. Sin embargo, es posible que especies con paredes delgadas no

sdlo sean perforadas, sino que facilmente se degraden como resultado de la

fijacién.

En el caso de Jas muestras naturales, los ejemplos que podrian evidenciar

el movimiento de cloroplastos se dan en la diatomea central Coscinodiscus (°),

Asterionellopsis glacialis y Skeletonema costatum, que son especies grandes (mas

de 20 um,y hasta 150) y de formas variadas. En la diatomea central, el arreglo de

alta irradiancia (pues fueron recolectadas de la superficie) presenta a los

cloroplastos en el centro de la célula, y posiblemente en la periferia, y después de

30 minutos con 3% deirradiancia jos cloroplastos parecen distribuidos en toda la

célula, pero preferentemente en las periferias. A. giacialis, presenta cambio en el

numero de cloroplastos visibles; de cuerpo alargado y poca area para sustentar

cambios notables, en arreglo de alta irradiancia presenta un cloroplasto pequefio,

y en arreglo de baja irradiancia presenta 2; sin embargo, este organismo es

reportado con uno o doscloroplastos en la literatura (Hasle y Syvertsen, 1997),   
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habiendo la posibilidad de que se trate de individuos con diferente numero de

cloroplastos, o de que los organismos de esta especie observados por otros

autores mostraran un arreglo especial al momento desufijacién. En S. costatum,

los cloroplastos aparecen en arreglo dealta irradiancia en el extremo de la célula,

y en arreglo de baja irradiancia se presentan preferentemente en el centro, en un

arreglo que podria parecer de alta irradiancia también, lo que nos lleva a pensar

que la geometria de los cloroplastos es mas sencillamente observable en especies

con muchos deellos. En algunos casos, como Ceratium furca, se presentdé un

problema en la observaci6n, por ser una especie de pared celular gruesa. En este

caso, las imagenes de epifluorescencia podrian ser de gran ayuda para su

analisis.

En muestras naturales también se encontraron especies con diversos

tamafios y cantidad de cloroplastos y formas (algunas especies de Chaefoceros,

Hemidiscus cuneiformis, Nitzscia sp., y algunas diatomeas centrales y penales no

identificadas), que parecen no haber sido afectadas por el tratamiento

experimental, pero para poder definir con seguridad cambios en la posicién de

cloroplastos, es necesario tener numerosos organismos para su observaci6én y su

tratamiento estadistico.

Con referencia en la absorcién, en su estudio con la diatomea Lauderia

borealis, Kiefer (1973) midid después de 30 minutos de oscuridad, y en el

transcurso de una fuerte iluminacion, ja fluorescencia in vivo y la absorcion de las  
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células en suspenci6én, y encontré que la fluorescencia en los primeros 20 minutos

fue de la mitad de la que al inicio del experimento, mientras que fa absorcién

declinéd hasta en un 40%, paralelo al movimiento de los cloroplastos. En otra

especie fitoplancténica, Stephens (1995) sefiala cambios en la eficiencia de la

absorcién espectral con la migracién de cloroplastos. En macroalgas y plantas

superiores, Nultsch ef a/. (1981) concluyeron que la tasa fotosintética fue

independiente del arreglo de cromatdforos correspondiente, pero las érdenes de

magnitud de tiempo (de hasta 8 horas en su experimentaci6én), no corresponden

con la velocidad del movimiento de los cloroplastos (de minutos a una hora)

reportados para la diatomea Lauderia borealis por Kiefer (1973); Brugnoli y

Bjérkman (1992), por su parte, encontraron que {a induccién def movimiento de

cloroplastos por luz azul caus6 cambios en absorptancia de diferentes especies de

plantas, demostrando que puede haberun efecto significativo en la eficiencia de la

utilizacién de la luz para la fotosintesis. En términos de absorcién de luz, los

cloroplastos distribuidos en toda la célula tienen mas posibilidad de captarla, a

diferencia de una agrupacién en cualquier parte de ella; sin embargo, el fenédmeno

es mas complejo si se toma en cuenta al efecto de paquete por el “acercamiento"

de los cloroplastos y su autosombreado: en voltimenes celulares grandes, con una

misma cantidad de pigmentos, disminuye este efecto y la eficiencia de absorcién

es masalta o mejor, a diferencia de voltimenes celulares pequefios, donde es mas

baja. Kirk (1992), da un ejemplo para entender bien esto: células intactas de

Euglena gracilis tienen valores maximos de absorcién alrededor de 0.8, mientras

que células rotas sin efecto paquete tienen valores de hasta 1.8. La aplicacién del   
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modelo de eficiencia de absorci6n con los cambios de las areas que forman los

cloroplastos en Talassijosira weisflogii, dan un cambio de 0.09 a 0.89 en la

eficiencia de absorcién con el aumento del tamafio de la célula, a pesar de no

tratarse de agrupacionesnotorias.

Analizando tedricamente las implicaciones del reposicionamiento de

cloroplastos y los supuestos cambios en absorcién, tenemos en primer plano que

la luz provee de un flujo de fotones al aparato fotosintético (lugar dondeselleva a

cabola reaccién fotoquimica para producir una molécula de oxigeno o reducir una

molécula de bidxido de carbono; cada unidad fotosintética incluye el fotosistema |

y Il (PSI y PSII), que son los centros de reaccién, ademas de los pigmentos

accesorios que colectan la energia luminosa (fotones) para estos centros de

reaccién (Falkowski y Raven, 1997)), y este flujo esta simplemente relacionado

con la produccién de Oz, que a su vez da una medida de cuantos electrones son

movidos del PSII al PSI. En un segundo plano existen varias posibilidades:

Caso |. Células con acomodo de cloropiastos de baja intensidad luminosa

ante un aumento en intensidad luminosa.

Caso ||. Células con acomodo de cloroplastos de alta intensidad luminosa

ante un decremento de esa intensidad.  



fo
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Figura 27. Distribucién aleatoria de cloroplastos en el volumen celular. 1 a,
observacién en el microscopio, donde cada circulo representa la misma célula
observadaendiferentes niveles de enfoque; 1b, arreglo de los cloroplastosreal
en la misma célula, no observado en un nivel de enfoque poco profundo; 1 c,
vista en perspectiva de la ubicacidn de los cloroplastos en esa célula. 2 a y b,
ubicaci6én real de los cloroplastos en una célula; 2 c, efecto de sombreado de
los cloroplastos, que se notan como dos o tres en el microscopio, siendo cinco
en realidad.  
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En principio, esperamos que en todos los casos la respuesta del

reacomodo de cloroplastos es mas lenta que las respuestas fotoquimicas

(separacién de carga, transporte de electrones, reduccién de la plastoquinona),

ademas de que exista la posibilidad de activacién de otras respuestas rapidas de

aclimatacion del fitoplancton (por ejemplo, el ciclo de las xantofilas). En el caso |,

se suponencentros de reaccién abiertos porqueel flujo de fotones no sobreexcita

al PSII y existe un flujo de electrones constante en el aparato fotosintético; ante el

aumento de Ia intensidad fuminosa podria darse una sobreexcitacién del PSI,

pero se espera que la migracién de cloroplastos reduzca la absorcién de luz (ya

que se aminora elflujo de fotones) y actue como un regulador. Si la luz es muy

intensa, es muy posible que la inhibicién de la fotosintesis continue. En el casoIl,

con un arreglo de cloroplastos para alta intensidad, y suponiendo a los centros de

reaccion cerrados, un cambio en la posicién de los cloroplastos por la disminuci6én

de la irradiancia seria posterior a ja apertura de los centros de reaccién, pero

finalmente adecuaria a la célula a absorber mas luz en caso de que esta no fuera

suficiente.

Siendo una curva fotosintesis contra irradiancia (P vs. E) la representaci6n

grafica instantanea de la evolucién del oxigeno conla intensidad luminosa, en el

caso | se espera que la curva alcance mas rapidamente Pmax (fotosintesis maxima)

por la optima captacién de luz por los cloroplastos (sin autosombreado), y una

mayor inclinaci6n de la pendiente inicial por el reacomodo de cloroplastos ante

una alta intensidad luminosa. En el casoIl, los cloroplastos en acomodo dealta  
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irradiancia regulan la cantidad de luz que llega a los fotosistemas, con una

pendiente muy inclinada; posteriormente, ante la reduccién de |a intensidad los

cloroplastos se acomodan optimizando la absorcién, y esto es evidente en Ia

pendiente, que alcanza mas rapidamente Pmax; si la intensidad luminosa sigue en

aumento es de esperarse en todos los casos fotoinhibicién (Fig. 28).

En el futuro, hay que resolver la importancia de los ciclos endogénicos

diurnos que puedan controlarla distribucién de los cloroplastos (Wagnery Grolig,

1992): para tener datos masprecisos 6pticamente, hay que mejorar el montaje de

las muestras microscépicas, en tal caso las primeras pruebasindican la posibilidad

de utilizar el método de filtracién/congelacién/transferencia (filter-transfer-freeze

(Hewes y Holm-Hansen, 1983)), que puede resolver el problema dela luz difusa

que pasa porelfiltro de policarbonato, que dificulta la visibilidad. En las muestras

naturales se tuvo el problema especifico de no encontrar suficientes células de la

misma especie por el poco volumenfiltrado para la preparacién de las muestras

microscépicas. Este problema se puede resolver con mas volumenfiltrado, y asi

tener un buen numero de organismos, que den una respuesta estadistica a la

experimentacién, y poder con seguridad afirmar o negar el reposicionamiento de

los cloroplastos. Tenemos que los datos de areas y numero de cloroplastos conT.

weisflogii sugieren cambios en la distribucién interna, pero estos datos sdlo se

pueden comprobar con un analisis en tres dimensiones de la estructura de las

células.

 

 



9

   

 

   

Caso Il b

Caso lb (Linea punteada

(Linea continua) gruesa)

Pmax
no

(Linea p
Caso llaLi nteada

tinea pu (Linea continua)
P

 
 

Figura 28. Curvas P vs. E con diferente posicién de los cloroplastos. Caso|: se
espera que la curva alcance masrapidamente Pmax (fotosintesis maxima) porla
éptima captacion de luz por los cloroplastos (a), y una mayorinclinacién de la
pendiente inicial por el reacomodo de cloroplastos ante una alta intensidad
luminosa (b). En el caso Il, los cloroplastos en acomodo dealta irradiancia
regulan ja cantidad de luz que llega a los fotosistemas, con una pendiente muy
inclinada (a); posteriormente, ante la reduccidén dela intensidad los cloroplastos
se acomodan optimizandola absorci6n, y esto es evidente en la pendiente, que
alcanza mas rapidamente Pax (b).  
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La migracién de cloroplastos puedeserun factor importante en la absorcion

de fotones de luz natural, siendo un mecanismode aclimatacion, y tenerinfluencia

en la fotosintesis natural y medida durante incubaciones. Ademas, puede ser

importante en los métodos comuinmente usados en las mediciones de absorcién in

vivo, oO en ensayos fluorométricos. La meta original de la tesis era establecer una

relacion entre el coeficiente de absorcién especifico de una suspensién de

fitoplancton y la distribucion intracelular de los cloroplastos; atin no se logra hacer

mediciones de este tipo, y por eso se reduce la meta de la tesis en documentar

cambios en la distribucién intracelular de los cloroplastos, presentando las

dificultades técnicas que esto supone. Esperamosresolver estos problemas, pues

los calculos muestran que la distribucion de cloroplastos puede tener un papel

fisiol6gico y ecoldgico importante.
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VI CONCLUSIONES

 

El reposicionamiento de cloroplastos en Thalassiosira weisilogil estuve

basado en el decremento del area de proyeccién que éstos cubren dentro de la

célula y en la disminuci6én de cloroplastos visibles de un tiempo a otro.

En T. weisflogii no se presenta una agrupacion de cloroplastostipica

para alta o baja irradiancia, y el reposicionamiento parece responder a otros

factores, posiblemente endogénicos.

La reduccién en el area transversal que cubren los cloroplastos con el

aumento de irradiancia en T. weisflogif da como resultado un cambio probable en

la eficiencia de absorcion especifica, como indican los caiculos.

Los resultados con muestras naturales no son concluyentes, sin embargo

hay evidencias de posible migracién de cloroplastos en algunas de las especies

encontradas.
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Vil RECOMENDACIONES

Para tener datos mas precisos épticamente hay que mejorar el montaje de

las muestras microscopicas, evitando el uso de filtros y aceite de inmersi6n.

Igualmente, se recomiendael uso de la microscopia con deconvolucién de

imagen para tener imagenes en tres dimensiones de la distribucién de los

cloroplastos.

Resolverla importancia de los ciclos endogénicos que puedan controlar la

distribucién de los cloroplastos.

En muestras naturales, un mayor volumenfiltrado resolveria el problema de

la falta de especies para dar un respaldo estadistico a los resultados.
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