O. Guenni y D. Jauregui Morfoanatomia foliar de Brachiaria y Centrosema

CAMBIOS INDUCIDOS EN LA MORFOANATOMIA
FOLIAR POR EFECTO DE LA INTENSIDAD
LUMINICA BAJA, Y SUS IMPLICACIONES EN LA
ECONOMIA DEL C, EN ESPECIES DE Brachiaria
(TRIN.) GRISEB. (POACEAE) Y Centrosema (DC.)
BENTH. (FABACEAE)

Orlando Guenni Rodriguez y Damelis Jauregui

Instituto de Botanica Agricola, Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, Maracay, estado Aragua. orlandoguenni@gmail.com

COMPENDIO

En los pastizales y sistemas silvopastoriles destinados a la produccion animal en
el tropico, la sombra origina condiciones de estrés que limitan la productividad
y persistencia de las plantas forrajeras. La sostenibilidad de esos ecosistemas
dependera entonces de la seleccion correcta de especies que persistan bajo
condiciones restringidas de luminosidad. En este trabajo se estudiaron algu-
nas respuestas morfo-anatomicas de la hoja en gramineas (C,) y leguminosas
(C,) de los géneros Brachiaria (Trin.) Griseb. (Poaceae) y Centrosema (DC.)
Benth. (Fabaceae), ante condiciones de radiacion fotosintéticamente activa
(RFA) contrastantes. Para esto, se cultivaron en campo e invernadero, plantas
de las distintas especies de ambos géneros bajo dos proporciones de RFA: 100%
(control) y 30%. En comparacion con 100% de RFA, el area foliar especifica
increment6 (50-120%) en ambos grupos. En las gramineas se observd una
disminucion en el espesor de la pared celular mas cuticula (30-64%) en ambas
epidermis. A excepcion de B. dictyoneura, donde no hubo variacion del espesor
de la hoja, en B. brizantha y B. decumbens tanto el espesor de la lamina como
del mesofilo se redujeron hasta un 26% por efecto de la radiacion baja, mientras
que en ambas leguminosas dicha reduccion alcanzé un 28%. En este caso, las
hojas mas delgadas resultaron de reducciones (28-36%) en el grosor tanto del
parénquima en empalizada como esponjoso (C. molle), o solo de este tltimo
(39%, C. macrocarpum). La modificacion del espacio aéreo mesofilar varid
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entre las leguminosas. Se discuten las relaciones entre la plasticidad estructural
del tejido fotosintético y el grupo metabdlico bajo condiciones de sombra, asi
como sus implicaciones en la eficiencia de utilizacion del C asimilado.

PALABRAS CLAVE

Aclimatacion, gramineas y leguminosas forrajeras, hoja, metabolismo
fotosintético, radiacion solar.

INDUCED CHANGES IN LEAF MORPHOLOGY AND ANATOMY
UNDER LOW LIGHT INTENSITY: THEIR IMPLICATIONS
ON C ECONOMY IN SPECIES OF Brachiaria (TRIN.) GRISEB.
(POACEAE) AND Centrosema (DC.) BENTH (FABACEAE)

ABSTRACT

In pastures and silvopastoral systems sustaining animal production in the
tropics, shade is associated with stress conditions that constrain forage plant
productivity and persistence. Sustainability in these ecosystems depends
strongly on the appropriate selection of those species that can survive to in low
solar radiation conditions. In this study, some leaf morphological and anatomical
responses from C, grasses (Brachiaria (Trin.) Griseb. (Poaceae) and C, legumes
(Centrosema (DC.) Benth. (Fabaceae) to different photosynthetically active
radiation (PAR) conditions, were assessed. Plants of the studied species were
cultivated under field and glasshouse conditions and exposed to two contrasting
PAR proportions: 100% and 30%. Compared to 100% RFA, the specific leaf
area increased (50-120%) in the two groups. A decrease in thickness of the
external cell wall plus cuticle in both epidermi (30-64%) was observed only
in the grasses. With the exception of B. dictyoneura, where no modification
of leaf thickness was observed, the species B. brizantha and B. decumbens
showed thinner leaves and mesophyll tissue (= 26% reduction) under low
PAR, whereas for both legumes such reductions reached around 28%. In this
case, thinner leaves resulted from reductions (28-36%) in both, palisade and
spongy parenchyma (C. molle), or from only the latter (39%, C. macrocarpum).
Modification of the aerial space within the mesophyll varied between legumes.
The relationships between structural plasticity of the photosynthetic tissue and
the metabolic group under low radiation conditions are discussed, as well as
their implications on the utilization efficiency of assimilated C.
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INTRODUCCION

En los sistemas destinados a la produccion animal, la sombra es considerada
como un factor ambiental que limita el crecimiento y persistencia de las especies
forrajeras (Baruch y Fisher 1991, Wilson y Ludlow 1991, Humphreys 1994,
Cruzet al. 1999). En el proceso de aclimatacion de las plantas a variaciones en
la intensidad de radiacion propia del habitat donde crecen, existe un nimero de
atributos que a diferentes escalas de organizacion espacial y temporal pueden
ser modificados, con el fin de ajustar al menor costo posible, el funcionamiento
de la planta a ambientes cambiantes. Dependiendo del grado de plasticidad
fenotipica, la variacion de ciertos caracteres fisiologicos, morfologicos y
anatomicos permite entonces modificar las respuestas de las plantas de manera
de optimizar el crecimiento e incrementar la capacidad competitiva y asi
sobrevivir a restricciones temporales o continuas en la intensidad luminica
(Givnish 1988).

Es reconocido ampliamente que cuando las plantas son expuestas a un conjunto
particular de condiciones ambientales limitantes, ellas modifican su capacidad
fotosintética para maximizar la ganancia de C en esos escenarios. Esta
aclimatacion de la fotosintesis puede variar desde cambios en la morfologia
de las plantas hasta modificaciones en la bioquimica del aparato fotosintético
(Boardman 1977, Givnish 1988, Walters 2005). Por ejemplo, una respuesta
comun a condiciones de baja luminosidad es invertir mas C en la formacion de
hojas que raices y desarrollar hojas mas delgadas (Guenni et al. 2008). Como
se menciona mas adelante, las plantas aclimatadas a la sombra poseen mas
proteinas utilizadas en la captacion de luz que en el transporte de electrones,
implicando que su maximo fotosintético es reducido y el proceso se satura
a intensidades luminicas mas bajas (Bjorkman 1981, Baruch y Fisher 1991,
Walters 2005, Peri et al. 2007, Lambers et al. 2008, Gomez et al. 2013). Incluso,
como respuesta a las modificaciones en la calidad de luz, las plantas pueden
ajustar las proporciones relativas de los diferentes fotosistemas (Walters y
Horton 1995a, b).

Cuando las plantas o una cobertura vegetal en particular como los pastos,
son expuestas durante su crecimiento y desarrollo a una condiciéon luminica
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relativamente constante, se produce un gradiente en las propiedades fotosintéticas
de las hojas a lo largo del dosel herbaceo. Asi, se producen diferentes clases
de hojas, las cuales se pueden agrupar en dos tipos basicos: hojas de “sombra”
y hojas de “sol” (Chapin III et al. 2002, Oguchi et al. 2003, Terashima et al.
2006, Lambers et al. 2008). Las mismas difieren tanto en morfologia, anatomia
y ultraestructura de organelos, asi como en propiedades bioquimicas (Walters
2005, Lambers et al. 2008). De igual manera, las plantas que habitan lugares
por lo general expuestos a intensidades luminicas bajas, como los estratos
inferiores de una cobertura arborea o en el sotobosque, poseen tipicamente hojas
de “sombra”, mientras aquellas plantas pioneras o que habitan naturalmente
sitios expuestos directamente a la radiacion solar, poseen mayormente hojas de
“sol”. Sin embargo, la anatomia foliar impone ciertas restricciones al potencial
de aclimatacion a la intensidad de radiacion. Una aclimatacion efectiva a un
ambiente nuevo requiere necesariamente la produccion de hojas nuevas con
modificaciones particulares en su estructura que optimicen la relacion ganancia
de CO, / costo de construccion de la hoja (Oguchi ef al. 2003, 2005, Walters
2005, Lambers et al. 2008).

Las hojas aclimatadas a la sombra tienen en general un costo menor de
construccion, con una estructura dirigida a maximizar la intercepcion de luz:
poseen menos tejido de soporte y un numero menor de células mesofilares por
unidad de area, de manera que son mas delgadas y con un area foliar especifica
mayor; pero con menos cloroplastos y enzimas carboxilantes (Rubisco) por
unidad de area, asi como menos potencial de transporte de electrones. Esta
limitante funcional es compensada haciendo ain mas eficiente la captacion
de radiacion solar: aumentando la concentracidn de clorofila por cloroplasto y
por unidad de masa foliar, incrementando el niumero de tilacoides por granum
y acumulando proporcionalmente més de este pigmento en las antenas de los
complejos aceptores de fotones localizados dentro de las membranas de los
tilacoides en los cloroplastos, resultando asi en un cociente chla/chlb menor
(Evans 1998, Terashima y Hikosaka 1995, Walters 2005, Lambers et al. 2008).
La sobrevivencia en condiciones de sombra demanda entonces la maximizacion
en la captura de luz y minimizacion en las pérdidas de C y energia en la
respiracion (Bjorkman 1973, Pearcy y Sims 1994).

Por su parte, las hojas de sol (o expuestas a intensidades luminicas mas altas),
son comunmente mas gruesas, con un contenido mayor de materia seca por
unidad de area, y con un contenido mayor de nitrogeno por unidad de area, el
cual es utilizado fundamentalmente en la construccion de enzimas fotosintéticas.
Por lo tanto, estas hojas poseen una capacidad mucho mayor de intercambio
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gaseoso por unidad de superficie asimilatoria (Pearcy y Sims 1994, Pearcy
2007, Lambers et al. 2008). Las tasas fotosintéticas mas altas observadas en
hojas de sol son por lo tanto el resultado de: 1) una conductancia estomatica
mayor (la cual incluso varia proporcionalmente al nivel de radiacion recibida
a corto plazo o durante el desarrollo ontogenético de la hoja), y 2) una
capacidad fotosintética intrinseca del mesofilo mucho mayor por unidad de
conductancia de CO, de este tejido (reflejado en el contenido mayor de Ny
por ende de enzimas fotosintéticas) (Bjorkman 1981, Givnish 1988, Terashima
et al. 2006). En consecuencia, la eficiencia mayor de uso de luz en las plantas
de sol comparadas con las de sombra dependera, entre otros factores, del
efecto positivo de una mayor disponibilidad de N y por ende de enzimas
fotosintéticas, dado que la carboxilacion como propiedad funcional es mas
probable que limite la fotosintesis a niveles altos de radiacion solar (Givnish
1988). Adicionalmente, el maximo fotosintético en las hojas de plantas C,
esta también correlacionado con otros parametros estructurales como el area
superficial del mesofilo ocupada por los cloroplastos, debido a la importancia
que este caracter tiene en la disolucién y transporte de CO, hacia los sitios de
carboxilacion. De aqui que las hojas de sol sean en general més gruesas que
las de sombra (Terashima et al. 2006). El grosor necesario para maximizar la
fotosintesis es alcanzado en muchas hojas de sol por un incremento en el largo
de las células del parénquima en empalizada, o por el desarrollo de méas de una
capa de células de ese tejido (Lambers et al. 2008).

Por lo tanto, las diferencias entre o dentro de especies en respuesta a la intensidad
de luz, seran un reflejo de las condiciones bajo las cuales se desarrollaron las
hojas, con una morfo-anatomia y composicioén quimica final optimizada para las
condiciones particulares de crecimiento. Sin embargo, las plantas generalmente
no crecen en ambientes estaticos, y es muy comun que en escala de horas a
semanas la luz incidente pueda variar en varios 6rdenes de magnitud (Pearcy
2007). Esto estimula otro tipo de ajuste funcional, con hojas completamente
desarrolladas capaces de cambiar su capacidad fotosintética a corto plazo sin
modificaciones sustanciales en su anatomia; lo que se denomina un proceso de
“aclimatacion dinamica” y que posee un valor adaptativo muy importante para
crecer en ambientes cambiantes (Oguchi et al. 2008, Athanasiou et al. 2010).
El tiempo requerido para completar este proceso puede variar entre 4 y 14 dias
para herbaceas anuales, hasta mas de 30 dias en perennes. Esta aclimatacion
funcional implica cambios coordinados en todo el aparato fotosintético, donde
cada uno de sus componentes como la actividad de la Rubisco, la capacidad
de transporte de electrones, la cantidad, tipo y distribucion espacial de los
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pigmentos clorofilianos, asi como la orientacion de los cloroplastos dentro del
tejido parenquimatico, exhiben cambios en la misma escala de tiempo; esto
debido a una fuerte transcripcion de genes (Pearcy y Sims 1994, Terashima y
Hikosaka 1995, Athanasiou ef al. 2010).

En este estudio, se cuantifica y analiza la estructura (morfologia y anatomia) de
la hoja en especies de monocotiledoneas (gramineas C, del género Brachiaria
(Trin.) Griseb.), y dicotiledoneas (Ileguminosas C, del género Centrosema (DC.)
Benth.), las cuales se cultivaron previamente en condiciones contrastantes
de intensidad luminica. El analisis de la informacion se enfoco en estimar el
grado de plasticidad fenotipica del 6rgano asimilatorio ante reducciones en la
intensidad de radiacion recibida durante el crecimiento. De igual manera, se
intentd comparar la variacion en el potencial de aclimatacion a la sombra entre
grupos funcionales C, y C,, a través de los cambios inducidos por la restriccion
de luz en la morfo-anatomia foliar.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

En este estudio comparativo, se utilizaron tres especies C, (subtipo PEP-CK)
de gramineas tropicales de origen africano, pertenecientes al género Brachiaria
(Renvoize et al. 1998): B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf CIAT 6780,
B. decumbens Stapf CIAT 606 y B. dictyoneura (Fig. & De Not.) Stapf (sin.
B. humidicola) CIAT 6133. Esta ultima especie es considerada un “tipo
morfologico” similar a B. humidicola (Rendle) Schweick. (Renvoize et al.
1998). En el caso de las plantas con metabolismo C,, se utilizaron dos especies
de leguminosas forrajeras del Neotropico pertenecientes al género Centrosema:
C. molle Mart. ex Benth. CIAT 15160 ‘Barinas’ y C. macrocarpum Benth.
CIAT 5713 (Cook et al. 2005).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y ESTUDIOS MORFO-ANATOMICOS
REALIZADOS

En el caso de las gramineas C,, las condiciones de crecimiento de las plantas han
sido detalladas previamente (Guenni et al. 2008) y el procedimiento utilizado
para los cortes anatomicos fue reportado originalmente por Guenni et al.
(2007). Brevemente, las gramineas se cultivaron en condiciones de invernadero
durante el crecimiento vegetativo bajo dos regimenes de luminosidad: 100%
de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) que llegaba a las plantas, y
30% de la RFA (mediante la colocacion de mallas negras de sombreo). Para el
estudio anatémico, las hojas se cosecharon unos 40 dias después de cultivarse
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las plantas bajo las condiciones de luz descritas anteriormente (Guenni et al.
2008). En cada combinacion especie x tratamiento de luz, se determiné el
area foliar especifica (AFE) de la ldmina foliar utilizando un medidor de area
foliar y estableciendo la relacion area: peso seco de la lamina. Los datos de
AFE utilizados aca, fueron por lo tanto los reportados por Guenni et al. (2008).

Con fines de comparar la anatomia foliar de las gramineas con la de las
leguminosas, se utilizé la region de la semi-lamina de aquellas hojas mas
jovenes y recién expandidas. Las mismas se preservaron en una solucion de
FAA (formalina-acido acético-etanol al 70%), para posteriormente obtener
cortes transversales hechos a mano alzada. El material fue luego tefiido en una
solucion acuosa (0,05%) de azul de toluidina y montadas en agua-glicerina
(v:v) para su observacion bajo el microscopio optico y la toma de fotografias
con una camara digital acoplada al instrumento. En total, se utilizaron tres a
cuatro laminas foliares por especie y tratamiento, correspondiendo cada lamina
a una planta distinta.

Enrelacion a las leguminosas C,, las dos especies de Centrosema se cultivaron
en el campo experimental de la Seccion de Forrajes del Instituto de Produccion
Animal (IPA), FAGRO - UCV (10°16°N, 67°36"W; 459 msnm), en parcelas de
mas de un ano de establecidas y bajo dos proporciones de RFA equivalentes
a las que fueron expuestas las especies de Brachiaria. Para esto, se utilizaron
mallas negras de sombra colocadas a una altura de + 1 m por encima del suelo.
Después de 90 dias de rebrote bajo sol y sombra, se tomaron muestras de la 2da-
3ra hoja por debajo de la mas joven en un tallo o estolon. E1 AFE se determino
en hojas de la misma edad utilizando el mismo procedimiento reportado para
las gramineas. Para los cortes anatdmicos, en todos los casos se procesaron
porciones (+ 0,5 cm?) del foliolo central de la hoja trifoliada seleccionada, las
cuales se fijaron en FAA (con etanol 70%), para luego preparar laminas con
secciones transversales usando el método de inclusion en parafina (Johansen
1940). Las secciones fueron tefiidas con safranina/fast-green y se montaron
en balsamo de Canada (Johansen 1940). Posteriormente, se observaron bajo
microscopia optica, tomando fotografias de los cortes con una camara digital.
En este caso, se utilizé un total de 8-12 foliolos por especie y tratamiento (dos
a tres foliolos tomados al azar de cada parcela o repeticion en campo).

En las gramineas, las mediciones anatdmicas incluyeron: a) espesor maximo
de la lamina (EL, a nivel del haz vascular de primer orden), b) espesor maximo
del mesofilo (EM, en las regiones donde estan ausentes las células buliformes),
y ¢) espesor de la pared celular externa mas cuticula en la epidermis abaxial
(EAB) y adaxial (EAD). En el caso de las leguminosas se midieron: a) espesor
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maximo de la hoja (EH), b) espesor del parénquima en empalizada (EPEM), c)
espesor del parénquima esponjoso (EPES), d) fraccion total de espacio aéreo
en el mesofilo (fTAM), e) porcentaje de espacio aéreo en el parénquima en
empalizada en relacion al total (FAPEM), f) porcentaje de espacio aéreo en el
parénquima esponjoso en relacion al total (FAPES), y g) espesor de la pared
celular externa mas cuticula en la epidermis abaxial (EAB) y adaxial (EAD). En
todos los casos, las mediciones de la pared celular externa mas cuticula fueron
tomadas en imagenes digitales aumentadas 150-200%. Para la cuantificacion
de los caracteres anteriores, todas las imagenes de las fotografias digitales
fueron analizadas con el paquete ImageJ-version 1.48 (Abramoff et al. 2004).

DISENO ESTADISTICO Y ANALISIS DE RESULTADOS

El disefio estadistico utilizado vario de acuerdo al experimento. En el caso de las
gramineas, fue un disefio completamente aleatorizado (Guenni et al. 2007, 2008)
y las variables morfoanatomicas se analizaron bajo un disefio completamente
aleatorizado, con un factorial de 3 especies x 2 tratamientos x 8 mediciones
(tomadas en 3-4 hojas distintas). En el caso de las leguminosas, el disefio de
campo fue el de bloques al azar, con un factorial de 2 especies x 2 tratamientos
x 4 repeticiones (bloques). Los valores en cada repeticion representaron a su
vez el promedio de 5-10 mediciones de al menos cuatro hojas diferentes. Se
utiliz6 un ANOVA en concordancia con cada disefio experimental, para luego
comparar fundamentalmente diferencias entre medias dentro de cada especie
(aplicando la prueba de Tukey al 5%, SAS Institute 2004). Las comparaciones
entre tipos fotosintéticos se hicieron con base en el porcentaje promedio de
aumento o reduccién del caracter medido a 30% RFA en comparaciéon con
100% RFA. El procedimiento UNIVARIATE (SAS Institute 2004) se uso para
probar la normalidad (prueba de Shapiro-Wilk, SAS Institute 2004) en los datos
numéricos. En condiciones de falta de normalidad, los valores se transformaron
usando la funcion log (x+1) o el arcoseno para datos de fracciones (Zar 1984).
Si los datos transformados no seguian cumpliendo los requisitos de normalidad,
se analizaron por via no paramétrica (prueba de Friedman; SAS Institute, 2004).

RESULTADOS

MODIFICACION DE LA MORFOLOGIA FOLIAR A INTENSIDADES
LUMINICAS BAJAS

En general, se observo una disminucion marcada en el costo de construccion
de la hoja cuando se desarroll¢ a intensidades luminicas bajas (30% RFA). Sin
embargo, en la mayoria de los caracteres medidos, el efecto de la intensidad
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de radiacion dependio fuertemente de la especie (0,0001 < P <0,02). Tanto en
las gramineas como en las leguminosas, el AFE increment6 significativamente
(P =0,05) bajo 30% RFA en comparacion con 100% RFA (Tablas I y II). En
las gramineas C,, el incremento porcentual estuvo dentro del intervalo 63 (B.
dictyoneura) - 120% (B. decumbens) (Tabla I), mientras que en las leguminosas
C,, dicho intervalo de incremento fue relativamente mas estrecho: 50 (C. molle)
- 77% (C. macrocarpum) (Tabla II). Bajo la condicion de sombra, las laminas
foliares de las gramineas se mostraron frecuentemente mas largas (Guenni et
al. 2008), mientras que en el caso de las leguminosas, las hojas trifoliadas eran
mas grandes, en especial en C. macrocarpum.

Tabla I. Variacion en algunos caracteres morfo-anatomicos de la lamina foliar
en tres especies de Brachiaria (C)) cultivadas bajo dos proporciones de RFA:
100% (sol) y 30% (sombra). Las hojas se colectaron al cabo de 45 dias de
crecimiento. AFE: area foliar especifica (cm?g!), EL: espesor maximo de la
lamina foliar (um), EM: espesor maximo del mesofilo (um), EAB: espesor de la
epidermis abaxial (pared celular + cuticula, um), EAD: espesor de la epidermis
adaxial (pared celular + cuticula, pm).

Especie/ RFA AFE* EL EM EAB EAD
Grupo %)  (awg)  (um)  (m)  (um)  (um)

B. brizantha 100 210° 244,6* 191,8? 5,002 4,65°
30 350° 186,3° 150,4° 3,46° 2,73%

% Variacion +67 -23.8 -21,6 -30,0 -42,6

B. decumbens 100 205° 218,1* 190,5* 5,01* 4,28
30 450° 170,4° 141,00 1,75° 2,27°

% Variacion ~ +120 -21,9 -26,0 -64,0 -46,5

B. dictyoneura 100 2000 208,0? 156,1% 5,05% 4,85
30 325% 216,3* 170,1* 2,44 3,11°

% Variacion +63 +4,0 +9,0 -52,9 -36,7

C, (Rango +/-) 63-120 0-24 0-26 30-64  37-47

Datos tomados de Guenni et al. (2008). Diferencias significativas (P = 0,05) entre intensidades
de luz en cada especie, se denotan con letras distintas en la misma columna. Se incluye el
porcentaje promedio de incremento o disminucion del caracter medido a 30% RFA con respecto
a 100% RFA, asi como el rango de incremento o disminucion del caracter medido para todas las
especies como grupo fotosintético.

71



*001391U1s030J 0dnIS owod so109dsa se[ sepo) eied OPIPIW 1930LILD [OP UQIONUIWUSIP O OJUIWIOUL P
oJuelI [0 0wO09 IS VY %001 & 0309dsa1 uod V1Y %0¢€ & OPIPIW 19)0LIBD [9p UOIONUIWSIP 0 0judtdIoul ap orpawold afejusorod (9 aAnjour
9 "BUWN[OO BUWISIUWI B] U SBIUNSIP SBII] UOD UBJOUIP IS 9109dsd eped Uud znj op SOPEpIsuaiul anud (GO0 = ) SBANBOYIUSIS SeIoudIofI(] 4

0 0 ¥€-0 S0 ¥6-0 6€-8¢C 9¢-0 8C°LT LL-0S (-/+ o8ury) D
L~ el- e+ (4 96+ 8¢ 9¢- 8¢ 0S+ UOISBLIBA %%
8€T  L0°] 608 al‘61 001 018 q€°8S 8°9€1 «00€ 0¢
A YA q09 W9°6€ 1S oL 0L 016 9681 al0C 001 a[jout ")
SC 91- P+ cl- Yo+ 6¢- € LC LL+ UOQISBLIBA %
LT RITT +0°6L 11T 0TI qC'6S 5G9 qC091 e10€ 0¢
0ET 1 W09L 0V a9 996 LS8 #81C aOLT 001 wndin0.4o0ui )
VI BI SV waav Rl S wa o m anv v oA

“(wn ‘enonnd + en[oo pared) [erxepe stuaoprds g op 10sadso :(qvH ‘(wn ‘ernonno + Iemnyad pared)
[erxeqe stuzoprdo e 9p 1059dso :gvH ‘(9) Je[gosawt 0a19e o1oedss op 18103 [9p osoluodss ewnbugied [0 us ugrooesy
:SAAVY (%) Tejgosowr 019k o1oedsd op 1103 [9p epezijedwd uo ewrnbugred [0 ud uooey NAdV/ (%) o[gosow
2 uo 0319 oroedso op [8103 ofeyudorod [NV I ‘(wun) osoluodso eunnbugied [op 10sadse :SgJH ‘(wn) epezijedwo
uo ewmbugred [op Josadss (NHJH ‘(wn) eloy e op ownxew 1osadso ‘HH ‘(-8 ,wo) voyroadss Jerjoy eare gV
"0JUQTIIIOAIO AP SEIP ()6 AP 0ged [€ U0ILIDI[02 3 seloy seT *(BIquios) 94,0¢€ A ([0S) %001 VI op seuororodoid sop ofeq
(*D) rwaso.guay) op $100dsd SOP UD [BIJUID O[OI[0F [OP SOIIWOILUB-0JIOUI SOIN)ILIED SOUNT[E US UQIOBLIBA “I] B[qRL

72



O. Guenni y D. Jauregui Morfoanatomia foliar de Brachiaria y Centrosema

MODIFICACION DE LA ANATOMIA FOLIAR A INTENSIDADES
LUMINICAS BAJAS

En las tres especies de Brachiaria se pudo observar una serie de caracteres
anatomicos tipicos del sindrome C, (subtipo PCK), los cuales incluyen en
general un conjunto de células mesofilares sin espacio aéreo aparente y en
contacto estrecho con las células de la vaina parenquimatica, éstas ultimas
mostrando una capa Unica bordeando en forma de roseta la vaina vascular y
con una alineacion marcada de cloroplastos en la periferia del protoplasma,
proximos a la pared celular en contacto con el mesofilo; interna a ésta, es
evidente la vaina mestomatica en los haces mayores, la cual esta constituida
por células més pequefias que la externa, con paredes gruesas. Adicionalmente,
los haces vasculares de distinto orden se extienden a ambas epidermis y, en esta
region de contacto con las mismas, estan ligados a tejido esclerenquimatico
sub-epidérmico de proporcion variada (Fig. 1). Este arreglo interno de los
distintos tejidos en la lamina foliar se mantuvo estable dentro del intervalo de
intensidades luminicas estudiadas.

En B. brizantha y B. decumbens, tanto el espesor total de la lamina como del
mesofilo se redujeron significativamente (P = 0,05) a 30% RFA, alcanzando
entre un 21 y 26% la disminucion del espesor en ambos caracteres (Tabla I).
En contraste, tanto el grosor de la ldmina como del mesofilo en B. dictyoneura
no mostraron ningun cambio importante por efecto de la disminucion de la
RFA (TablaI). En el caso del grosor de pared celular mas la cuticula, en ambas
epidermis se hizo evidente (P = 0,05) una reduccion de esta region a 30% RFA.
En las tres especies de Brachiaria, los intervalos de reduccidon porcentual
oscilaron entre 30 y 64% y de 37 a 47% en la epidermis abaxial y adaxial,
respectivamente.

La estructura anatomica de la hoja en las especies de Centrosema sigue la
conformacion tipica de una planta C, (Fig. 2). Ambas epidermis se caracterizan
por poseer una capa de células bien diferenciada, con paredes celulares externas
relativamente gruesas. La epidermis adaxial es seguida por parénquima en
empalizada con una a dos capas de células alargadas verticalmente, y pocos
espacios intercelulares. A continuacidon se presenta parénquima esponjoso
en contacto directo con la epidermis abaxial y donde se localizan los haces
vasculares. El parénquima esponjoso presenta células redondeadas y abundantes
espacios intercelulares.

Los cambios en el grosor de la hoja en las especies C, estudiadas, siguieron
la misma tendencia que para las especies C,. En ambas especies, el espesor
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maximo del foliolo central se redujo significativamente (P = 0,05) alrededor
de un 28% (Tabla II). Esta disminucion en el espesor de la hoja por efecto de
la sombra estuvo asociada a una reduccion casi proporcional en ambos tejidos
parenquimaticos, aunque con diferencias entre especies. Las hojas mas delgadas
de C. molle resultaron de una reduccion (P = 0,05) tanto del parénquima en
empalizada (36%) como del parénquima esponjoso (28%), mientras que en el
caso de C. macrocarpum, la reduccion (P = 0,05) en un 39% del espesor del
parénquima esponjoso fue solo la responsable de producir hojas mas delgadas
a 30% RFA (Tabla II).

En C. macrocarpum, solo el espacio aéreo total en el mesofilo fue alterado
(P =0,05) por la sombra (94% de incremento). Esto ocurrid quizas debido a
un pequeiio aumento (+ 4%, aunque no significativo) del espacio aéreo dentro
del parénquima esponjoso (Tabla II). En C. molle, 1a no significancia en el
incremento de casi el doble del espacio aéreo total a 30% RFA en relacion a 100%
RFA, pudiera estar asociada a un efecto compensatorio entre el incremento (P =
0,05) observado en la fraccion de aire correspondiente al parénquima esponjoso
(£ 34%) y lareduccion (P =0,05) marcada de esa fraccion en el parénquima en
empalizada (+ 52%) (Tabla II). En las dos especies de Centrosema, el grosor
de la pared celular més la cuticula en ambas epidermis no fue modificado por
la sombra (Tabla II).
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Fig. 1. Secciones transversales de la media lamina en B. brizantha (a, b), B.
decumbens (c, d) y B. dictyoneura (¢, f), al desarrollarse bajo condiciones de
100% RFA (a, c, ¢) y 30% RFA (b, d, f). AB: epidermis abaxial, AD: epidermis
adaxial, HV: Haz vascular primario, S: esclerénquima asociado con el haz
vascular, CP: células parenquimaticas, CB: células buliformes.
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Fig. 2. Secciones transversales del foliolo central en C. macrocarpum (a, b) y
C. molle (c, d), al desarrollarse bajo condiciones de 100% RFA (a, ¢) y 30%
RFA (b, d). AB: epidermis abaxial, AD: epidermis adaxial, EA: espacio aéreo
mesofilar, PEM: parénquima en empalizada, PES: parénquima esponjoso.
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DISCUSION

CAMBIOS MORFO-ANATOMICOS ASOCIADOS CON LA OPTIMIZACION
EN LA GANANCIA DE C BAJO CONDICIONES DE SOMBRA

La breve descripcion hecha de la estructura y disposicion anatomica de los
distintos tejidos que conforman la lamina foliar en las especies de graminea
C, estudiadas, confirma aquellas reportadas en estudios previos (Dengler ez al.
1994, Albes de Brito y Rodella 2002, Pereira-Nicolau ef al. 2010).

La aclimatacion de las plantas a condiciones restringidas de luminosidad a
mediano y largo plazo, requiere un incremento sustancial en la expansion
del area foliar para la captura de luz, pero con el menor costo posible de
construccion. Las laminas foliares de las gramineas C, estudiadas y aclimatadas
a sombra artificial (Guenni et al. 2008), mostraron una serie de caracteres que
difirieron marcadamente de aquellos que se desarrollaron a intensidades de
radiacion mas altas. En relacion a la distribucion de biomasa en la planta, los
cambios en la relacion hoja/tallo fueron mucho menos importantes que aquellos
asociados al incremento relativo en la relacion vastago/ raiz, relacion area foliar/
peso total de la planta y el area foliar especifica (Guenni et al. 2008). Esto ya ha
sido reportado exhaustivamente para éstas y otras gramineas forrajeras (Allard
et al. 1991, Kephart et al. 1992, Baruch y Guenni 2007, Paciullo et al. 2007,
Hernandez y Guenni 2008, Gomez ef al, 2013).

Larelacion inversa entre la intensidad de radiacion y el area foliar especifica es
muy comun (Humphreys 1994, Cruz et al. 1999, Walters 2005). En condiciones
de sombra, el incremento del AFE es asociado en gramineas con laminas y
seudo-tallos mas largos (etiolados), o con laminas mas anchas o mas largas pero
delgadas (Allard et al. 1991, Norton et al. 1991, de Castro et al. 1999, Peri et
al. 2007, Guenni ef al. 2008). Estas modificaciones estructurales de la hoja y
dirigidas a maximizar la intercepcion de luz (Sultan 2003), favorecen inclusive
la captacion de luz difusa bajo el dosel arboreo (Cruz et al. 1999, Hernandez
y Guenni et al. 2008). La movilizacion preferencial de carbohidratos solubles
y no solubles a la elongacion de las hojas puede darse tan pronto como las
plantas son expuestas a condiciones de sombra. Por lo tanto, el AFE representa
un parametro altamente dependiente del estatus nutricional del suelo durante
la fase de expansion foliar y, por ende, puede ser usado como indicativo del
grado de aclimatacion a las condiciones de crecimiento imperantes (Tardieu et
al. 1999, Wilson et al. 1999, Lafarge et al. 2010).

77



ERNSTIA Vol 25 (1) 2015: 63-88

Las hojas mas delgadas desarrolladas a intensidades luminicas reducidas,
vienen acompafiadas por cambios anatomicos, tales como el desarrollo de tejido
parenquimatico mas delgado a consecuencia de un volumen mesofilar reducido
(por disminucién en el numero de células y/o del tamano individual de las
mismas), asi como un incremento del espacio intercelular del mesofilo derivado
de una disminucion en el cociente “area superficial (o volumen) del mesofilo/
area superficial de la ldmina foliar” (Ludlow y Wilson 1971, Charles-Edwards
et al. 1974, Ward y Woolhouse 1986, Allard et al. 1991, Walters 2005, Peri et
al. 2007). Esto hace que el AFE sea influenciada directamente por el grosor
de la hoja y/o la concentracion de materia seca foliar. Sin embargo, dado que
ambos parametros pueden afectar la tasa fotosintética atin a valores constantes
del AFE, se considera que la hoja debe optimizar la relacion entre estos tres
caracteres en funcion del ambiente donde se desarrolle (Shipley et al. 2005).

Lareduccion del tejido mesofilar por efecto de la sombra fue confirmada aqui a
partir del analisis cuantitativo de la anatomia foliar realizado con la informacion
presentada por Guenni et al. (2007). En B. brizantha y B. decumbens, Guenni
et al. (2007) reportaron una disminucion aparente en la proporcion de tejido
mesofilar por efecto de la sombra (30% RFA), la cual mostrd ser mas obvia
(22-24%) en la porcion de la media lamina en comparacion con la region de
la costilla central. En un estudio de campo con B. decumbens (Guenni et al.,
datos sin publicar), a nivel de la nervadura central, solo fue significativa la
reduccion en el grosor de la pared celular mas la cuticula en ambas epidermis
por efecto de la sombra (30% RFA). El incremento del AFE a niveles bajos
de RFA ha estado también asociado a disminuciones en el grosor de la pared
celular de dicho tejido (Deinum et al. 1996, Guenni et al. 2007), y en este
estudio se confirmaron reducciones importantes de hasta un 60%. Una pared
celular mas delgada implicaria un costo menor de construccion del area foliar
en condiciones de sombra. Aunque esto pudiese a su vez limitar el control de
la pérdida de agua de la hoja, la disminucion en la densidad estomatica con la
sombra (Allard et al. 1991, Walters 2005) pudiera tener un efecto compensatorio.

Un comportamiento atipico dentro de las especies C, estudiadas fue el de
B. dictyoneura. En términos de la distribucion de biomasa en la planta y
la anatomia foliar, la plasticidad fenotipica de esta especie ante la sombra
parece ser menor (Guenni et al. 2007, Guenni et al. 2008); con un detrimento
significativo en la produccion de raices en relacion al vastago (Guenni ef al.
2008), y un incremento de 63% en el AFE que solo pudiera explicarse por una
reduccion (37-53%) en el grosor de la pared celular externa mas la cuticula en
ambas epidermis.

78



O. Guenni y D. Jauregui Morfoanatomia foliar de Brachiaria y Centrosema

La estructura del mesofilo en las hojas de ambas especies de Centrosema,
sigue el patron dorsiventral caracteristico de hojas de otras leguminosas que
se orientan horizontalmente (Garcia y Madriz 1999) y, al igual que en C.
angustifolium y C. virginianum, con ausencia de mesofilo paravenal (Lackey
1978).

En las dicotiledoneas, las variaciones en el grosor de la hoja como respuesta
adaptativa a la intensidad de radiacion solar, estan asociadas cominmente con
diferencias en el nimero de células por unidad de espesor de la hoja (Kephart
et al. 1992). En concordancia con lo observado en las gramineas C,, las hojas
de ambas especies de Centrosema (C,) desarrolladas bajo sombra fueron mas
grandes y delgadas. Esto resultd en un incremento evidente de la superficie
asimilatoria por unidad de masa foliar (50-70% incremento del AFE), de manera
que su costo de construccion por unidad de area se redujo, compensando por
consiguiente la disminucion del 70% en la intensidad de radiacion a lo largo
de los 90 dias de rebrote bajo estas condiciones. Al igual que las gramineas,
las dos leguminosas fueron muy eficientes invirtiendo el C fijado en aumento
de la superficie foliar por unidad de peso seco, una respuesta bastante comun
a la sombra y observada en leguminosas tropicales y otras especies (Cooper
y Qualls 1967, Boardman 1977, Ludlow y Wilson 1971, Wong et al. 1985,
Terashima et al. 2001, Walters 2005).

Las hojas de sombra en ambas especies de Centrosema fueron casi 30% mas
delgadas que las hojas de sol debido a reducciones proporcionales en: a) el
grosor del parénquima esponjoso (C. macrocarpum) o, b) reducciones en el
grosor tanto de parénquima en empalizada como del parénquima esponjoso
(C. molle). En C. macrocarpum, tal reduccion en el parénquima esponjoso
al parecer estuvo mayormente asociada a una disminucion en la longitud
celular, mientras que en C. molle fue mas comun observar una reduccion en
el namero de capas de células parenquimaticas. En ambos casos, las hojas
de sombra mostraron una estructura en forma de embudo, contribuyendo
asi a aumentar la proporcion de espacio intercelular. En otras especies esto
es considerado como parte del llamado sindrome de evasion a la sombra, el
cual se manifiesta en hojas en desarrollo (jovenes) en la medida que las hojas
maduras anteriores se hayan desarrollado previamente en la sombra (Kim et
al. 2005, Terashima et al. 2011). A intensidades luminicas <35%, las hojas
de Macroptilium atropurpureum (Siratro), tenian mucho menos células
elongadas en el parénquima en empalizada, mientras que el parénquima
esponjoso mostrd una cantidad menor de células, las cuales a su vez eran mas
pequefias y se disponian en un arreglo mas laxo, en comparacion con 100%
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de luz (Ludlow y Wilson 1971). La presencia de parénquima en empalizada
en contacto solo con la epidermis adaxial, es indicativo de hojas horizontales
recibiendo irradiacion solar desde la cara superior de la hoja (Lambers et al.
2008). El incremento comun observado en el espacio intercelular dentro del
mesofilo de hojas de sombra, especialmente en el tejido esponjoso (Ludlow y
Wilson 1971, Dengler 1980, Terashima ef al. 2006), pudiera implicar mas luz
difusa alcanzando las células orientadas irregularmente localizadas a mayor
profundidad dentro de la hoja, y por consiguiente mas absorbancia de luz por
parte del PS-II (fotosistema-II) localizado en los grana mas grandes de los
cloroplastos (Terashima y Hikosaka 1995, Evans 1998, Lambers et al. 2008,
Terashima et al. 2011). Esto igualmente se traduciria en un potencial mayor de
aclimatacion fotosintética en las mismas hojas si se expusieran a cambios de
intensidades bajas a altas de luz (Oguchi et al. 2005), representando lo ultimo
un fendmeno comun bajo el dosel arboreo en sistemas silvopastoriles (Cruz et
al. 1999; Peri et al. 2007).

IMPLICACIONES DEL TIPO DE METABOLISMO FOTOSINTETICO EN
LA PLASTICIDAD DE LA ANATOMIA FOLIAR ANTE REDUCCIONES
EN LA INTENSIDAD LUMINICA

Mientras que desde el punto de vista fisiologico el papel de una estructura
se traduce como lo que la misma es capaz de hacer en el metabolismo de un
individuo, desde el punto de vista evolutivo su significancia funcional se relaciona
con su contribucién potencial a la adaptacion de una especie en un ambiente
determinado (Press 1999). En este sentido, el engranaje entre la estructura y
funcién de la hoja puede estudiarse a varios niveles o escalas de organizacion
como lo son el morfoldgico, el anatomico y el ultraestructural; éstos dos ultimos
influenciando directamente la funcionabilidad del proceso fotosintético.

Los diferentes metabolismos fotosintéticos como C, y C, son por lo tanto,
sistemas apropiados para el estudio de la relacion estructura-funcion. Aunque
en este trabajo el numero de especies utilizadas pudiera ser insuficiente para
establecer generalizaciones (tres especies de monocotiledoneas C, y dos
dicotiledoneas C,), el hecho de que ambos grupos funcionales produjeran la
misma respuesta morfologica ante disminuciones en la intensidad luminica
(es decir, un incremento sustancial en el AFE), implicaria que se ha utilizado
una soluciéon comun a la misma restriccion ambiental. Kephart ez al. (1992)
observaron que este mismo tipo de aclimatacion morfologica estuvo presente
y con relativa similitud en la intensidad de respuesta ante la sombra, en todas
las especies perennes de gramineas C, y C, estudiadas, por lo que postulan que
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los mecanismos de aclimatacion que afectan tanto la intercepcion de luz como
la forma de la hoja son similares en ambos grupos funcionales.

En contraste, las respuestas ante la sombra relacionadas con la actividad
fotosintética, como la tasa diaria de intercambio gaseoso y las tasas de
crecimiento y acumulacion de biomasa, contrastan mucho mas entre plantas
C,yC,, arazdn de las diferencias intrinsecas en la eficiencia de concentracion
y difusion de CO, dentro del mesofilo (conductancia mesofilar) y las asociadas
con la anatomia foliar (Lambers et al. 2008). La ventaja de la via C, como una
bomba efectiva de inyeccion de CO, hacia el interior de la hoja, radica en la
separacion fisica de las dos etapas de carboxilacion entre las células del mesofilo
y las de la vaina vascular (Dengler et al. 1994, Press 1999). La localizacion
precisa del sitio de descarboxilacion, su distancia de la interfase con el mesofilo,
y la distribucion de los cloroplastos y las mitocondrias en las células de la vaina
vascular son tan importantes en la eficiencia del proceso como el grosor de la
pared en estas células, para asi impedir la dilucion apoplastica de CO, hacia
el mesofilo (von Caemmerer y Furbank 2003). Adicionalmente, tanto el tejido
mesofilar como el de la vaina vascular en las especies C, tienen menos area
superficial expuesta a espacios aéreos intercelulares y un cociente superficie/
volumen menor que en las especies C, (Dengler et al. 1994). Igualmente,
el volumen de tejido mesofilar por haz vascular en las C, es menor que el
equivalente en las C,; y larelacion tejido mesofilar/tejido de la vaina vascular es
consistentemente menor en las plantas C,. Estos y otros caracteres anatomicos
implican una proximidad mayor entre el tejido mesofilar y el de la vaina vascular,
facilitando asi el intercambio de metabolitos entre los dos tejidos (Dengler et
al. 1994). La pérdida de funcionalidad entre el tejido mesofilar y el de la vaina
vascular pudiese interferir entonces en la coordinacion entre los ciclos C, y C,
que se dan respectivamente en dichos tejidos; asi como también incrementar la
pérdida de CO, desde la vaina vascular y disminuir asi la actividad enzimatica
(Sage y McKown 2006). Aun asi, las gramineas C, poseen un potencial de
aclimatacion a la sombra y otros estreses ambientales bien significativo. Tal es el
caso de especies como Panicum maximum (Baruch y Fisher 1991, Humphreys
1994), la cual puede comportarse como una planta de sombra. Igualmente, la
especie B. decumbens puede mantener su rendimiento cuantico cuando crece
en condiciones de radiacion solar baja (Gomez et al. 2013). Sin embargo, la
mayor restriccion en la distribucion ecologica de las plantas C, en relacion
con las C,, pudiera en parte ser explicado por una plasticidad fenotipica mas
limitada en las primeras (Sage y McKown 2006).
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Dado que la eficiencia del metabolismo C, depende grandemente de la integridad
estructural de los tejidos involucrados, los resultados de este estudio parecen
confirmar el hecho de que en plantas con esta ruta metabolica; existe un nivel
de plasticidad anatomica y/o funcional en la fotosintesis mucho menor como
respuesta ante factores estresantes asociados a una reduccion en la radiacion
disponible (Sage y McKown 2006).

CONCLUSIONES

Desde el punto de vista de la morfo-anatomia foliar, las especies de Brachiaria
y Centrosema estudiadas se comportan tipicamente como “plantas de sol”.
Sin embargo, el potencial de aclimatacion de la fotosintesis a la sombra,
medido por la variacion en la estructura de la superficie asimilatoria, varidé mas
entre especies que entre grupos metabolicos (C, y C,). Esto es aparentemente
consecuencia de una variacion interespecifica marcada atin dentro de cada grupo
metabolico (particularmente en las C,). Para confirmar esto, es necesario incluir
un numero mayor de especies que provengan de habitats (regimenes luminicos)
mas diversos.

Entre los caracteres medidos para estimar el grado de aclimatacion a la sombra,
el area foliar especifica sigue siendo altamente “plastico”, es decir, responde
significativamente a cambios en la intensidad luminica, por lo que se recomienda
como criterio importante en la seleccion de especies para ambientes sombreados.
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