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8.1. Fotosintesis, fotoinhibicion y daiio oxidativo en condiciones de estrés (Objetivo
2.1)°

Tal como fue delineado en la Introduccion, los estreses ambientales afectan los
diversos procesos involucrados en la fotosintesis. Estos procesos pueden ser modificados
de manera diferencial, ya que mientras algunos son inactivados o regulados a la baja, otros
en cambio permanecen relativamente inalterados. Segiin Lawlor (2002) el transporte de
electrones tilacoidal (E7R) es mantenido a relativamente altos niveles a bajos RWC y
cuando decrece lo hace en general cuando la conductancia estomadtica cae a valores muy
bajos (ca. 0.10-0.15 mol H,O m™ s™'; Flexas y col. 2002). Cuando esta caida del transporte
de electrones ocurre, en general es de menor magnitud que la disminucion de la
asimilacion de CO;, (Noctor y col. 2002); en otras palabras, el cociente ETR/A tiende a
aumentar en hojas sufriendo estrés hidrico (Flexas y col. 1998; Medrano y col. 2002). Esto
significa que deben existir destinos alternativos de electrones cuando la disponibilidad de
CO; se ve afectada por el cierre estomatico. Estos destinos alternativos son basicamente la
fotorespiracion y en menor medida la reaccion de Mehler. De acuerdo a Lawlor (2002), a
altos RWC la mayoria de los electrones son utilizados en la asimilacion de CO,, y en
menor proporcion usados en la fotorespiracion y la reaccion de Mehler. Cuando el RWC
disminuye, una mayor proporcion de electrones son usados en estos dos ultimos procesos.
Si la fotorespiracion decrece en términos absolutos (lo cual es controversial; Noctor y col.
2002), entonces la reduccion del O, via la reaccion de Mehler conduce al aumento de la
generacion ROS. Diversas evidencias muestran que en condiciones normales, el 70% del
H,0; producido proviene de la fotorespiracion y en menor medida de la reaccion de
Mehler. Cuando los niveles intercelulares de CO, caen (por ejemplo en situaciones de
estrés hidrico), el aporte de la fotorespiracion parece ser incluso mayor (citas en Noctor y
col. 2002). De cualquier manera, la produccion de ROS via la reaccion de Mehler (y otros
sitios antes descriptos) puede aumentar y conducir al incremento del estado estacionario de
diversas ROS, promoviendo el dafio oxidativo a componentes de los tilacoides (Tambussi y
col. 2000). Por ejemplo, la produccion de aniéon superodxido por los tilacoides aumenta en
hojas de plantas de trigo duro sometidas a estrés hidrico (Navari-Izzo y col. 1996).

Potencialmente, el dafio producido por las ROS en componentes fotosintéticos

podria promover la disminucion de la tasa potencial de asimilacion de CO; (es decir, la

¥ En esta seccion se discuten en forma integrada aspectos no tratados en los articulos correspondientes a los
objetivo agrupados en la seccion 2.1 (capitulos 3, 4 y 5).
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tasa fotosintética medida a concentraciones saturantes de CO,, donde la limitante
estomatica es virtualmente eliminada). En otras palabras, podrian surgir limitantes no-
estomaticas (o metabolicos) de la fotosintesis si el aumento de ROS promueve el dafio a
componentes del cloroplasto. A pesar que se han reportado dafios a los fotosistemas, en
general se considera que los eventos primarios son poco afectados por el estrés hidrico
(Lawlor 2002). Por ejemplo, el indice F,/F,, (un estimador de la integridad del complejo
PSII/LHC; Rosenqvist & van Kooten 2003) permanece relativamente inalterado a bajos
RWC (Flagella y col. 1998; Tambussi y col. 2002). Sin embargo, hemos demostrado en
esta Tesis que el exceso de poder reductor asociado al estrés hidrico conduce a la
oxidacion de componentes tilacoidales, en particular, proteinas. Aunque de caracter
moderado, este dafio oxidativo asociado al estrés hidrico fue prevenido parcialmente por el
aumento exdgeno de la capacidad antioxidante, en particular de los niveles estacionarios de
acido ascorbico (Tambussi y col. 2000). Tal como fue mencionado en la Introduccion de
esta memoria, la accion protectora del acido ascorbico pudo estar mediada por su accion
activadora sobre el ciclo de las xantofilas (Ivanov y Edwards 2000), por su accioén
antioxidante directa (Smirnoff 2000) o bien por su participacion en la regeneracion de otras
especies antioxidantes (ej. o-tocoferol; Munné-Bosch y Alegre 2002). En definitiva,
aunque no podemos dilucidar cuales de estos tres procesos estuvieron implicados, puede
afirmarse que el aumento del estado estacionario del acido ascorbico generado en forma
exdgena disminuyd el dafio oxidativo promovido por el estrés hidrico y mejord la
capacidad de transporte electronico tilacoidal (Tambussi y col. 2000).

Probablemente, el dano oxidativo en el estrés hidrico es s6lo moderado en el
aparato fotosintético debido a la existencia de mecanismos protectores, tal como el
aumento de la disipacion térmica (Shangguan y col. 2000; Tambussi y col. 2002). Este
aumento de la tasa de disipacion de energia estd vinculado (al menos parcialmente) a un
incremento paralelo de los niveles de carotenoides fotoprotectores, en particular zeaxantina
(Tambussi y col. 2002). La capacidad antioxidante enddgena, por otra parte, puede
prevenir un dafo oxidativo mayor en estas condiciones. De hecho, en plantas de trigo
blando y duro sometidas a déficit hidrico se observa el aumento de algunos componentes
del sistema antioxidante, tal como la enzima glutation reductasa y los antioxidantes
liposolubles o-tocoferol (Bartoli y col. 1999) y B-caroteno (Tambussi y col. 2002). Por

otra parte, la zeaxantina, ademas de su papel en los mecanismos de ‘quenching no-
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fotoquimico’, también podria tener un rol antioxidante directo, tal como fue discutido
previamente (Tambussi y col. 2002).

A diferencia de lo observado en el estrés hidrico, las bajas temperaturas promueven
en plantas de soja una fuerte fotoinactivacion a nivel del PSII (y por ende, del transporte
linear de electrones). Asociado a esto, se registra una ausencia de dafio oxidativo, al menos
evaluando la peroxidacion de lipidos y la carbonilacién de proteinas (Tambussi y col.
2004a). Esta falta de dafno oxidativo masivo en una situacion que (a priori) estimularia
fuertemente la generacion de ROS (frio asociado a luz; ej. Massacci y col. 1995; citas en
Wise 1995) es a prima facie, llamativo. Sin embargo, debe destacarse que el grado de
fotoinactivacion que ocurre a nivel del PSII en hojas sometidas a frio (con la consiguiente
caida del transporte lineal de electrones) podria prevenir la conduccién de electrones al
oxigeno, evitando por ende el dafio oxidativo generalizado. En otras palabras, podria
especularse que el dafio oxidativo masivo al aparato fotosintético pueda estar vinculado a
situaciones, como por ejemplo estrés por sequia, donde el transporte electronico tilacoidal
no sufre una fuerte caida (ya sea por ‘downregulation’ o por fotoinactivaciéon). Como
seflalamos antes, en hojas sometidas a estrés hidrico se observa una disminucién soélo
parcial de la tasa de transporte de electrones, promoviendo la generacion de ROS en el
cloroplasto, fundamentalmente por la reduccion univalente del O, en la reaccion de Mehler
(Noctor y col. 2002). En cambio, la fotoinactivacion del PSII que ocurre bajo otros tipos de
estrés (ej. bajas temperaturas) evitaria el dafio oxidativo masivo a componentes celulares.
Esto es consistente con la idea que la fotoinactivacion (dejando de lado las causas
subyacentes al fenémeno) puede actuar en realidad como dispositivo de seguridad,
protegiendo a todo el sistema del dafio generalizado (Nilssen y Orcutt 1996). Estas ideas

son resumidas a continuacion:

Bajas
Déficit temperaturas
hidrico .
[ ‘regulacion a la baja’ : [Fotoinactivacion (-)
(moderada)] .- ' (- (intensa)l . ;

@ |

AV¥ ROS

PSII 4 ROS PSII
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Es importante destacar que diversos trabajos muestran estrés oxidativo en plantas
sometidas a bajas temperaturas en oscuridad (ej., Prassad 1996), lo cual sugiere que en
organulos distintos al cloroplasto aumenta la produccion de ROS bajo este tipo de estrés.
Esta idea seria consistente con la ausencia de dafio oxidativo en cloroplastos de plantas de
soja sometidas a frio (Tambussi y col. 2004a). Aunque no puede descartarse que la
clororespiracion (la cual puede funcionar en oscuridad) pudiera estar involucrada en la
generacion de ROS, parece ser poco importante en términos de la capacidad de flujo de
electrones (Ort y Baker 2002). Existen recientes evidencias que las proteinas de otros
organulos (principalmente mitocondrias) pueden ser compartimentos celulares mas
susceptibles de dafio oxidativo comparados con el cloroplasto (Bartoli y col. 2004). Por
otro lado, segun estos autores, los lipidos muestran un mayor nivel de oxidaciéon en los
tilacoides respecto de otros organulos. Es decir, el dafio a lipidos y proteinas no parece
estar asociado en todos los casos. Se desconocen las causas de esto, pero ademas de
diferentes tasas de dafio, una posible razéon de este fenomeno podria radicar en las
diferentes velocidades de recambio de ambos tipos de moléculas. Algunas proteinas
tilacoidales poseen tasas de recambio muy altas (tal como D/ del PSII; Mae 2004), y esto
podria evitar la acumulacion de moléculas dafiadas. Los trabajos presentados en esta Tesis
no permiten distinguir entre tasas de dafio a proteinas versus reparacion; es decir, solo se
estim6 en forma relativa el estado estacionario de moléculas dafiadas (Tambussi y col.
2000; 2004a), por lo que se necesita investigar mas en este campo. Dado que se desconoce
la real identidad de las proteasas involucradas en la degradacioén de proteinas tilacoidales
(Guiamet, com. pers.), aproximaciones de tipo farmacoldgico (por ejemplo, intentando
inhibir su degradacion) son dificultosas al estado actual del conocimiento.

El rol de las ROS en la fotoinhibicion del PSII (o fotoinactivacion) ha sido
largamente debatido (citas en Tyystjarvi 2004). Este autor revisa el tema y muestra
diversas evidencias apoyando la idea que las ROS tendrian un papel marginal en el
proceso, ya que, por ejemplo, la fotoinhibicion ocurre alin en condiciones anaerdbicas. Esta
apreciacion es consistente con los resultados presentados en esta memoria, donde la
fotoinhibicion por bajas temperaturas no estuvo asociada a dafo oxidativo y no fue
prevenida por el incremento exodgeno de la capacidad antioxidante (Tambussi y col.
2004a). En cambio, en el PSI la susceptibilidad al fotodafio parece depender de especies
activas, pero este proceso es menos conocido que la fotoinactivacion del PSI/ (Sonoike

1998).
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Las evidencias en favor del rol protector del sistema antioxidante en la tolerancia al
frio son contradictorias (ver citas en Capitulo 3; secciones 3.1 y 3.4; pag. 47 y 60).
Mientras que en algunas especies la sobre-expresion de enzimas antioxidantes produce una
mejora de la tolerancia (Van Breusegem y col. 1999) en otras se han hallado resultados
negativos (Van Camp y col. 1996). Los resultados presentados en esta Tesis apoyan mas
bien la segunda vertiente, sugiriendo que los intentos en conferir proteccion antioxidante
en el cloroplasto (fundamentalmente a través de transformacion génica) de la soja podrian
tener escasa importancia en el caso del estrés por bajas temperaturas. En su lugar, otras
dianas podrian ser més relevantes de manipular genéticamente, tal como la composicion
lipidica de las membranas lo cual parece tener un importante impacto en la tolerancia al

chilling (véase Introduccion seccion 1.1.5.2).

8.2. Fotosintesis y productividad en ambientes Mediterraneos (Objetivo 2.2)°

En ambientes hidricamente limitados y en particular con estrés terminal, (ej. climas
mediterraneos), numerosos rasgos han sido estudiados en funcién de conferir tolerancia
(desde una perspectiva agronomica) a los cultivos. Entre estos rasgos pueden sefialarse la
fenologia (por ejemplo, Slafer y Whitechurch 2001), el vigor inicial (Lopez-Castafieda y
col. 1995), sistemas radiculares mas profundos (Manske y col. 2001; Richards y col. 2001)
y osmoregulacion (ej. Blum y col. 1999) entre otros (citas en Araus y col. 2002a).

Se ha propuesto que un mayor crecimiento en etapas tempranas en el cultivo reduce
la pérdida evaporativa de agua por la superficie libre del suelo y ademds permite que el
crecimiento (y la concomitante transpiracion) se verifique cuando el déficit de presion de
vapor es bajo (Lopez-Castafieda y col. 1995; citas en Araus y col. 2002a). De hecho, este
factor ha sido reportado como posible responsable de la mayor tolerancia a la sequia de la
cebada respecto al trigo (Lopez-Castafieda y col. 1995). En este sentido, el caso de estudio
analizado en esta Tesis utilizando dos cultivares de cebada es consistente con esta idea.
Los experimentos realizados en condiciones semi-controladas sugieren (aunque no en
forma concluyente) que la mayor productividad de Graphic podria relacionarse a su mayor

capacidad de crecimiento, produciendo mas biomasa y area foliar total en etapas tempranas

? En esta seccion se discuten diversos temas correspondientes a los objetivos agrupados en la seccion 2.1
(capitulos 6y 7).
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del cultivo (Tambussi y col. 2004b). Por otra parte, la mayor area foliar de Graphic (tanto
al nivel de hoja individual como de planta entera) se asocid a una menor tasa fotosintética,
lo cual (al menos en trigo) ha sido atribuido a un aumento del espesor foliar o bien a un
meso6filo con mayor empaquetamiento en las hojas mas pequefias (Austin 1999).

A pesar que muestra una menor estabilidad, el cultivar Graphic presenta mayores
rendimientos ain en condiciones de muy bajo indice ambiental (es decir, de estrés severo),
apoyando la idea que rendimiento potencial y tolerancia agronémica al estrés no son rasgos
necesariamente excluyentes. Ha sido argumentado que variedades con alto rendimiento
potencial, aun bajo condiciones de estrés moderado rinden mejor. Es decir, sélo bajo
condiciones de estrés hidrico severo se manifiesta la interaccion negativa (interseccion o
‘crossover’) entre rendimiento potencial y tolerancia al estrés (Blum 1996). Sin embargo,
en nuestro par de cultivares, esta interaccion no se evidenci6 aun a valores muy bajos de
indice ambiental (Tambussi y col. 2004b).

Se desconoce la base mecanistica de la mayor ‘tolerancia’ agronémica a la sequia
que muestra Graphic. Sin embargo, la mayor biomasa de raices observada este cultivar en
forma constitutiva (es decir, en condiciones de buena irrigaciéon en invernadero) sugiere
que este rasgo podria estar relacionado con una mayor extraccion de agua del suelo. De
hecho, la mayor discriminacion isotopica observada en Graphic en los experimentos de
campo (Tambussi y col. 2004b) apoya la idea que este cultivar mantiene mayores
conductancias estomaticas (considerada en forma integrada en el tiempo) durante el ciclo
el cultivo (Farquhar y Richards 1984).

Aunque la extrapolacion a partir de este estudio es dificultosa (por tratarse de la
comparacion de solo dos cultivares), los resultados presentados en esta memoria sugieren
que la seleccion por criterios tales como mayor biomasa en etapas tempranas del cultivo
podria ser aplicado en programas de mejora. Este caracter posee la ventaja que puede ser
evaluado en condiciones semi-controladas (invernadero) en la etapa inicial del crecimiento.
Por otra parte, existen métodos indirectos (y no destructivos) para evaluar la biomasa, tales
como las técnicas espectroradiométricas (Casadesus y col. 2000), las cuales permitirian
evaluar en forma rutinaria gran cantidad de cultivares en un sistema de escala
relativamente reducida.

Por otro lado, una mayor biomasa de raices expresada en forma constitutiva (es
decir, sin presencia de estrés) es posible evaluarla directamente en condiciones controladas

o bien indirectamente a través de técnicas tales como la capacitancia eléctrica (Manske y
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col. 2001). Ambos caracteres (mayor biomasa total y mayor relacion raices/parte aérea),
podrian ser criterios de selecciéon -no excluyentes entre si- a utilizar en programas de
mejora.

En el campo del estudio de la tolerancia al estrés en cereales, el papel fotosintético
de la espiga es un aspecto que (comparativamente con las hojas) ha recibido menor
atencion. Como fue descripto anteriormente, la espiga puede tener un importante rol en
relacion al rendimiento, en particular en regiones Mediterrdneas con estrés terminal (es
decir post-antesis; Araus y col. 1993a). En situaciones con estrés hidrico, es mas probable
la aparicion de limitacion del rendimiento por la disponibilidad de asimilados (Araus y col.
2002a) y en este contexto, la aportacion de la espiga podria ser comparativamente mayor.

Las bases fisiologicas que subyacen al mejor comportamiento de la espiga en
situaciones de sequia no han sido claramente establecidas. Tal como fue expuesto
anteriormente (ver Introduccion), entre los factores que podrian estar implicados pueden
citarse la posible existencia de algiin grado de metabolismo Cy4 (0 intermedio Cs-Cy4; Singal
y col. 1986; Ziegler-Jons 1989) y la capacidad de refijacion del CO, respirado
(Kriedemann 1966; Bort y col. 1996; Gebbing y Schnyder 2001). Dejando de lado la
refijacion (sustentado por evidencia experimental; ver citas mas arriba), en la presente
memoria se han reportado resultados que apoyarian la existencia de un metabolismo
tipicamente Cs en la espiga, tanto en condiciones de buena irrigacion (consistente con lo
encontrado por Bort y col. 1995) asi como en presencia de estrés hidrico (ver Capitulo 6).
La aparente ‘tolerancia’ de la espiga al estrés hidrico parece deberse mdas a factores
hidricos, en particular a la capacidad de mantener en sus estructuras fotosintéticas (bracteas
y en particular, aristas) un mayor contenido relativo de agua. Este fendmeno podria
explicarse por el mayor grado de ajuste osmotico observado en la espiga (Morgan 1980;
Tabla 2 ver seccion 6.3), aunque otros factores no pueden descartarse tal como ajuste
eléastico (no analizados aqui) o rasgos asociados a la xeromorfia que presentan sus érganos
fotosintéticos (Fig. 1, seccion 6.3).

Segun los escasos datos disponibles, parece existir variabilidad genética (al menos
en trigo duro) en relacion al aporte que puede realizar la espiga en el llenado de los granos
(v.g. Araus y col. 1993a). Este campo de estudio permanece aun por explorar, y los
resultados de futuras investigaciones en este sentido podrian aportar valiosa informacion
para los fitomejoradores, en particular en ambientes que sufren estrés hidrico terminal

post-antesis.
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9.1. Fotosintesis, fotoinhibicion y dafio oxidativo en condiciones de estrés (Objetivo
2.1)

9.1.1. Estrés oxidativo y fotodafio en condiciones de bajas temperaturas en hojas de

soja

1- Nuestras evidencias no apoyan que la fotoinactivacion producida por bajas
temperaturas esté causada por dafio oxidativo en lipidos y proteinas.

2- La fotoinhibicion del PSII (y por ende del transporte electronico linear) observada por
las bajas temperaturas (estimada por la caida de F,/F,) podria explicar la ausencia de

dafio oxidativo en los componentes tilacoidales.

9.1.2. Fotoproteccion en plantas de trigo duro (7riticum turgidum var. durum)
sometidas a estrés hidrico: cambios en la fluorescencia de la clorofila, firma espectral

y pigmentos fotosintéticos

1- La caida de la actividad de transporte de electrones del PSII asociada al estrés hidrico
en trigo duro parece ser un proceso mas bien de ‘regulacion a la baja’ que de
inactivacion de los centros de reaccion de ese fotosistema.

2- El aumento del nivel de de-epoxidacion con el estrés hidrico esta fuertemente asociado
a incrementos en la tasa de disipacion de energia (¢/N), aunque ésta parece mostrar un
comportamiento de saturacion respecto del primero.

3- El Indice Fotoquimico (derivado de mediciones espectroradiométricas) parece ser un
indicador adecuado de estrés hidrico, asociado a un aumento en la tasa de disipacion

térmica en el fotosistema II y al incremento de xantofilas asociadas con fotoproteccion.

9.1.3. Daiio oxidativo a proteinas tilacoidales en plantas de trigo sometidas a estrés
hidrico

1- El estrés hidrico promueve dafio oxidativo moderado en proteinas tilacoidales

2- Este dafo oxidativo se asocia a una caida en el transporte fotosintético de electrones

3- El aumento exogeno de antioxidantes (acido ascorbico) protege, al menos

parcialmente, al aparato fotosintético del dafio oxidativo.
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9.2. Fotosintesis y productividad en ambientes Mediterraneos (Objetivo 2.2)

9.2.1. Fotosintesis de la espiga de trigo duro en situaciones de estrés hidrico

1-

La espiga (y especialmente, las aristas) muestra mecanismos de escape a la
deshidratacién, manteniendo un mayor RWC en sus tejidos, y mayor tasa fotosintética
en situacion de estrés hidrico.

El mejor estado hidrico de la espiga (respecto de la hoja bandera) en situacion de estrés
hidrico parece estar asociado una mayor capacidad de ajuste osmotico.

Diversas evidencias apoyan la existencia de metabolismo tipicamente C; en la espiga,
ya sea en forma constitutiva (es decir, en plantas bien regadas) o en situacion de estrés

hidrico.

9.2.2. Rendimiento potencial en cebada y grado de adaptacion a condiciones

Mediterraneas: un caso de estudio

1-

Nuestro caso de estudio apoya el punto de vista que la mejora del rendimiento en
cebada en un amplio rango de condiciones ambientales de tipo Mediterraneo
(incluyendo situaciones de estrés hidrico severo) puede estar asociada con un mayor

rendimiento potencial.

Diferencias constitutivas en crecimiento y capacidad fotosintética entre cultivares
durante el ahijado estan relacionadas con el contenido de nitrogeno por area: un bajo
contenido de nitrogeno y una baja tasa fotosintética por area podrian ser criterios
apropiados en las estrategias de seleccion dirigidas a incrementar el rendimiento en

condiciones Mediterraneas.
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10.1. Estrés oxidativo y fotodafio en condiciones de bajas temperaturas en hojas de
soja

Las bajas temperaturas limitan en forma severa la fotosintesis y el crecimiento de
plantas sensibles. La disminucién en la capacidad fotosintética puede ser debido
parcialmente a dano oxidativo asociado al frio en componentes del cloroplasto. Por lo
tanto, se intenta determinar el grado de peroxidacion lipidica y dafio oxidativo a proteinas
tilacoidales en hojas de soja (Glycine max L. Merr.) expuestas a estrés por frio en presencia
de luz. La relacion entre fluorescencia variable y fluorescencia maxima (F,/F),) decreci6 en
plantas expuestas durante 24 hs. a 7°C y 500 pmol m™ s de de densidad flujo fotonico
fotosintético (PPFD), pero no en hojas sometidas a frio en oscuridad. La caida inicial de
F./F,, fue exacerbada mediante el tratamiento con lincomicina (inhibidor de la sintesis de
proteinas cloroplasticas), sugiriendo que los mecanismos de reparacién mejoran el dafo al
fotosistema II (PSII) asociado al frio. El grado de dafio oxidativo a proteinas tilacoidales
(carbonilacion) y a lipidos (estimado como contenido de malondialdehido) no cambia en
respuesta al frio. Ademads, la aplicacion exodgena del L-galactono-1,4-lactona (Gal),
precursor del acido ascorbico, o del andlogo del a-tocoferol acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) no previene la disminucion de F,/F,, inducida por
el frio, aunque dichos tratamientos fueron efectivos al proteger del dafio oxidativo masivo
producido por el paraquat. Nuestros datos sugieren que el estrés por frio no causa dafo
oxidativo masivo a las proteinas tilacoidales y a lipidos, por lo que otros compartimentos
celulares podrian ser mas susceptibles que los tilacoides al dafo oxidativo asociado con

estrés por bajas temperaturas.

10.2. Fotoproteccion en plantas de trigo duro (7riticum turgidum var. durum)
sometidas a estrés hidrico: cambios en la fluorescencia de la clorofila, firma espectral

y pigmentos fotosintéticos

Se analiza aqui la respuesta de fotoproteccion de plantas de trigo duro (Triticum
turgidum var. durum cv. Mexa) sometidas a estrés hidrico. Las plantas fueron crecidas en
un invernadero durante 4 semanas y luego sometidas a estrés hidrico por suspension del
riego durante 8 dias. El progreso del estrés hidrico fue monitoreado como una disminucion

del contenido relativo de agua (RWC) y la asimilacion neta de CO, de la ultima hoja
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totalmente expandida. La respuesta fotoprotectiva fue evaluada en las mismas hojas
mediante analisis de la fluorescencia modulada de la clorofila, cambios
espectroradiométricos y contenido de pigmentos. Las medidas fueron realizadas en los dias
3, 6 (estrés moderado) y 8 (estrés severo) luego del comienzo del tratamiento de estrés
hidrico. El ‘quenching no fotoquimico’ de la fluorescencia de la clorofila (¢N), asi como el
contenido de zeaxantina y anteraxantina aumento significativamente a partir del dia 6 de
tratamiento. Sin embargo, un incremento posterior de esas xantofilas en el dia 8 no estuvo
asociado con un ningin aumento del gN. Ademas, el contenido de [-caroteno se
incrementd significativamente en el dia 8, sugiriendo un aumento de las defensas
antioxidantes. El indice fotoquimico (PI), derivado de las medidas espectroradiométricas,
mostro una progresiva disminucion en los dias 6 y 8, lo cual fue paralelo a un incremento
en el estado de de-epoxidacion del ciclo de las xantofilas (DPS), en particular por el
contenido de zeaxantina. A mediodia, el PI estuvo fuertemente (negativamente)
correlacionado con el DPS'y gN. Esos resultados sugieren que el P/ puede ser un indicador

confiable de fotoproteccion en el estudio del estrés vegetal y en programas de mejora.

10.3. Daiio oxidativo a proteinas tilacoidales en plantas de trigo sometidas a estrés

hidrico

La produccion de especies reactivas del oxigeno en el cloroplasto se puede
incrementar en situaciones de déficit hidrico. Con el fin de determinar si esto causa dafio
oxidativo al aparato fotosintético, hemos analizado la acumulacidén de proteinas dafiadas
oxidativamente en tilacoides de plantas de trigo (7riticum aestivum L.) sometidas a estrés
hidrico. El estrés hidrico fue impuesto en plantas de 4 semanas de edad por suspension del
riego durante 10 dias hasta alcanzar un potencial hidrico de aproximadamente —2.0 MPa.
En los tilacoides de hojas de plantas estresadas hubo un aumento del dafno oxidativo,
particularmente en polipéptidos de 68, 54,41 y 24 kDa. Proteinas de alto peso molecular
oxidadas (probablemente ‘intercruzadas’) se acumularon en los cloroplastos de hojas de
plantas estresadas. El dafio oxidativo estuvo asociado con una sustancial caida en la
actividad del transporte electronico fotosintético. El tratamiento de hojas estresadas con L-
galactono-1,4-lactona (Gal) incrementd su contenido de acido ascorbico e intensifico el
‘quenching’ fotoquimico y no fotoquimico de la fluorescencia de la clorofila. La aplicacion

con Gal redujo el dafio oxidativo a proteinas fotosintéticas de plantas estresadas, pero solo
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revirtio parcialmente la disminucion en la actividad del transporte electronico. Esto sugiere
que otros factores también podrian contribuir a la pérdida de actividad observada en las
plantas sometidas a estrés hidrico. El aumento del contenido de &cido ascorbico en las
hojas podria ser una estrategia efectiva para proteger a las membranas tilacoidales del dafno

oxidativo promovido por el estrés hidrico.

10.4. Fotosintesis de la espiga de trigo duro en situaciones de estrés hidrico

Las caracteristicas fotosintéticas de la espiga y la hoja bandera de plantas de trigo
duro bien regadas y sometidas a estrés hidrico (Triticum turgidum L. var. durum). Este
estudio se realizd en plantas crecidas en invernadero y en condiciones Mediterraneas de
campo. Se utilizaron medidas de intercambio de gases en simultaneo con fluorescencia
modulada de la clorofila con el fin de evaluar la respuesta fotosintética de la espiga y hoja
bandera al CO; y 0O,. La existencia de metabolismo C, fue analizada mediante la
sensibilidad de la tasa fotosintética y el transporte electronico al oxigeno. Ademas, la
distribucion de la enzima Rubisco en partes de la espiga fue estudiado por
inmunolocalizacion.. Finalmente se midi6 el contenido relativo de agua (RWC) y el ajuste
osmotico (potencial osmotico a plena turgencia) en esos mismos 6rganos.

La sensibilidad de la tasa de asimilacion y el transporte electronico, y la ausencia de
compartimentalizacion de la Rubisco en el mesoéfilo indicé que el metabolismo C, no
ocurre tanto en plantas bien regadas como en plantas sometidas a estrés hidrico. Sin
embargo, la actividad fotosintética de la hoja bandera fue mas afectada por el estrés hidrico
que en la espiga, tanto en condiciones controladas como en el campo. La menor
sensibilidad de la espiga bajo estrés hidrico con respecto a la hoja bandera estuvo asociada
a un mayor RWC y ajuste osmotico en las bracteas de la espiga y en las aristas. Asimismo
se encontrd una fuerte correlacion negativa entre el contenido de agua (en base al peso
fresco) de diversos organos estudiados (ldminas foliares, glumas, lemmas y aristas) en
plantas bien regadas y el RWC de los mismos 6rganos en condiciones de estrés hidrico.
Estos resultados sugieren que ciertos rasgos xeromorficos (asi como el ajuste osmotico) de
bracteas y aristas de bracteas y aristas esta también relacionado a la ‘tolerancia’ de la
espiga a la sequia.

Concluimos que la mejor respuesta de la espiga al estrés hidrico (comparada a la

hoja bandera) no esta relacionada a metabolismo C,. La tolerancia de la espiga es
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explicada por su mayor RWC en situacion de sequia. El ajuste osmotico y rasgos

xeromorficos de las partes de la espiga pueden responsables de esta respuesta.

10.5. Rendimiento potencial en cebada y grado de adaptacion a condiciones

Mediterraneas: un caso de estudio

La cebada es uno de los cultivos mas ampliamente cultivados en areas de secano
Mediterraneas, donde la sequia es el principal factor que limita el rendimiento. El
conocimiento de rasgos fisiologicos relacionados a adaptacion a ambientes Mediterraneos
de cultivares de cebada puede ser relevante para futuras estrategias de mejora.
Rendimiento potencial versus tolerancia al estrés es un debate abierto. En este trabajo
hemos estudiado dos cultivares de cebada (Graphic y Kym) de similar fecha de antesis y
duracién del cultivo, que son ampliamente cultivados en el Mediterraneo occidental. El
rendimiento agrondomico fue evaluado en 41 ensayos, el cual estuvo situado en un rango
(promediando los 16-32 cultivares utilizados en cada ensayo) entre 0.7 y 9.1 Mg ha™'. Los
componentes del rendimiento y la discriminacion isotopica del carbono (A”C) en los
granos fue analizado en otros dos ensayos. La produccion de Graphic fue mayor que la de
Kym en todas las condiciones. Este mayor rendimiento fue causado principalmente por
mas espigas por unidad de superficie, lo cual podria ser atribuido a mayor crecimiento
potencial durante el ahijamiento. Ademas, Graphic mostré mayor A"”C de los granos,
indicando un mejor estatus hidrico al final del ciclo del cultivo. Con el fin de examinar
diferencias en crecimiento en etapas tempranas, esos cultivares fueron crecidos en
condiciones Optimas, donde se analizo la actividad fotosintética y biomasa al final del
ahijamiento. El cultivar Graphic mostré6 mayor biomasa aérea y de raices, asi como area
foliar total por planta y por hijuelo. En este cultivar también se observd un tendencia a
tener mayor cantidad de hijuelos por planta, pero la relacion biomasa de vastago/raiz fue
menor. El contenido de nitrogeno por unidad de area foliar se correlaciond negativamente
con el area foliar por planta y por hijuelo, y positivamente con la relaciéon biomasa de
vastago/raiz. La tasa fotosintética por unidad de area fue menor en Graphic y
positivamente relacionado al menor contenido de nitrégeno, mientras que la limitacion
estomatica de la fotosintesis y la eficiencia del uso del agua fueron similares en ambos
cultivares. La capacidad de regeneracion de la ribulosa 1,5-bifosfato contribuy6 a la menor

tasa fotosintética de Graphic. Ademas, el rendimiento cuantico del transporte electronico
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del fotosistema II (PSI]) fue también menor en Graphic que en Kym, lo cual sugiere que
mecanismos distintos a la estructura foliar contribuyeron la mayor capacidad fotosintética
del primero. Sin embargo, como resultado en las diferencias en area foliar, la fotosintesis
total por planta fue mayor en Graphic.

Los resultados indican que el mayor rendimiento de Graphic bajo un amplio rango
de condiciones Mediterraneas podrian ser sustentado por un mayor crecimiento de la planta
y fotosintesis total durante el ahijado, aunque la capacidad fotosintética por unidad de area
foliar es menor que en el caso de Kym. Graphic tiene un mayor sistema radical que el de
Kym, lo que podria mejorar el estatus hidrico en estadios finales del cultivo. El contenido
de nitrégeno por unidad de area foliar es un buen indicador del crecimiento y actividad

fotosintética de plantas de cebada estadios tempranos del ciclo del cultivo.
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11. Anexo

La fluorescencia modulada de la clorofila: método del pulso saturante

Cuando una molécula de clorofila es excitada por la luz, la energia absorbida puede
ser disipada a través de tres procesos: («) fotoquimica, (b) disipacion térmica (procesos no-
fotoquimicos) y (c) fluorescencia. Los tres procesos mencionados compiten entre si, de tal
forma que el aumento en la eficiencia de cualquiera de ellos resulta en la disminucion del
rendimiento de los otros. Actualmente, la fluorescencia de la clorofila puede ser facilmente
estudiada mediante la modulacion de la sefial'’, siendo una técnica ampliamente extendida.
Es mas, la disipacioén fotoquimica y no-fotoquimica pueden ser discriminadas mediante la
técnica del pulso de luz saturante, el cual se describe a continuacion:
» Cuando una hoja (previamente aclimatada a condiciones de oscuridad) es iluminada con
luz de muy baja irradiancia (lo suficientemente débil para que no se produzca
fotoquimica), la hoja emite una sefial baja de fluorescencia denominada Fy. Esta sefal
procede principalmente de la antena del PS/I.
> Si a continuacion se aplica un pulso de luz saturante (normalmente, varios miles de
umol fotones m? s™), la fluorescencia alcanza un méaximo (F,,) cuando la fotoquimica es
saturada. En estas condiciones, el aceptor primario de electrones (Qa) es completamente
reducido.
» Si posteriormente se ilumina la hoja con luz actinica (es decir, luz fotosintéticamente
activa), la hoja emite una sefal de fluorescencia basal llamada F;. Luego es aplicado otro
pulso saturante y una nueva sefial de maxima fluorescencia es obtenida (F",). Esta sefial
F', es siempre menor que F),, debido a la existencia de procesos de disipacion térmica (no-
fotoquimicos) inducidos por la luz actinica y que normalmente estan relajados en la
oscuridad. Si luego la luz actinica es removida y se ilumina con luz débil de tipo rojo
lejano (A = 730 nm), se obtiene una nueva sefial basal llamada F”, la cual suele ser menor

a la Fyy(tomada en oscuridad).

"Fluorescencia modulada: es aquella en la que la luz de excitacion posee un destello de alta frecuencia, de
modo que puede ser discriminada del resto de las emisiones de luz (por ejemplo, luz solar directa).
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Figura 5. Curva de induccion de florescencia modulada de la clorofila en el método del
pulso saturante. Abreviaturas : AL : luz actinica, FR: luz roja lejana; ML: luz de medida

(no-actinica), PS: pulso saturante de luz

. . 11
Pardametros de fluorescencia

Fo :Fluorescencia minima en hojas aclimatadas a la oscuridad

Fm: Fluorescencia mdaxima en hojas adaptadas a la oscuridad

Fv: Fluorescencia variable en hojas adaptadas a la oscuridad. (Fv= Fm — Fo)

Fs: Fluorescencia a estado estable a cualquier nivel de luz

Fm’: Maxima fluorescencia en hojas iluminadas

Fq’ (= AF’):’Cambio de fluorescencia provocado por el cierre de PSII. (Fq’ = Fm’ — Fs)
Fv’: Fluorescencia variable en hojas iluminadas (Fv’ = Fm’ — Fo’)

Fo’: fluorescencia minima en hojas iluminadas (rojo lejano)

' Nota: Recientemente, la nomenclatura de fluorescencia de la clorofila ha sufrido algunos cambios. En
particular, AF’ es simbolizado como F,’ (Rosenqvist and van Kooten 2003), aunque su uso atin no se ha

generalizado en la bibliografia.
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A partir de los pardmetros descriptos anteriormente, se han definido una serie de
coeficientes, los cuales se describen brevemente a continuacion (ver Maxwell y Johnson
2000 y referencias citadas en este trabajo):

F,/F, : donde F, es la fluorescencia variable = (F, - Fy). Este coeficiente,
denominado ‘rendimiento cuantico maximo del PSII’, puede tomar valores entre 0 y
ca.0,85. Hojas sanas que no estdn sufriendo ningln tipo de estrés poseen tipicamente
valores de alrededor de 0,8. Este indice muestra una clara correlacion con el porcentaje de
centros funcionales del fotosistema II (ver referencias en Anderson y col. 1997), por lo que
su disminuciéon es considerada un indicador de pérdida de funcién a nivel del aparato
fotosintético (Bilger y col. 1995). Sin embargo, también se ha descripto una disminucion
de este parametro asociado a procesos de fotoproteccion (Osmond y col. 1999), por lo que
debe tomarse con cautela asociar la disminucioén de F,/F,, con existencia de dafo al aparato
fotosintético.

AF/F',, , donde AF = (F', - F;). Este indice es conocido como ‘rendimiento
efectivo del PSII” (¢psi). Es proporcional al rendimiento cuantico de la asimilacion de CO,
en condiciones no-fotorespiratorias (Genty y col. 1989). Su valor puede estar entre 0 y 0.8.
A partir de este valor es posible estimar la tasa linear de transporte electronico (ver ‘E7R’),
conociendo los valores de PPFD, absortancia foliar y asumiendo igual distribucion de
energia absorbida entre el fotosistema I y II.

NPQ : ‘non-photochemical quenching’ o ‘pardmetro de Stern-Volmer’. Calculado
como (Fm - F'm)/ F'm. Aunque su real naturaleza es discutida, se lo considera un indicador
de la tasa de disipacion no-fotoquimica. Puede tomar valores entre 0 e infinito, aunque son
comunes valores entre 0 y 4.

Otro parametro para estimar la disipacion térmica es gV =1 - (F",-F"9)/(Fu-Fp). Su valor

puede estar entre O y 1.

F,”/F', donde F',= (F",, - F'y) : Rendimiento intrinseco del PSII o eficiencia de los centros

abiertos (= oxidados) del PSII.

qP = calculado como (F",, - Fy)/ (F',, - F'p) : es conocido como ‘quenching fotoquimico’. Se
considera una medida del estado de oxidacion de Qa o sea, la proporcion de centros del

PSII que se encuentran en estado ‘abierto’. Su valor puede estar entre 0 y 1.
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Aqui es importante sefialar que el pardmetro AF/F",, es el producto de los dos ultimos

coeficientes:

AF/F'y, (= Opst) = F,/F' x qP (Andrews y col. 1993)

En otras palabras, los cambios en el rendimiento cuantico efectivo a la luz (es decir, ¢psir)
pueden deberse a alguno de estos dos parametros (o de ambos): la proporcion de centros

del PSII en estado abierto (¢P) o a cambios en el rendimiento intrinseco de estos centros
(F/F",).

ETR (Indice de la tasa de transporte de electrones) = ¢psyy . PPFD. 0.5 . a

donde PPFD es la densidad de flujo fotonico fotosintético incidente, ‘a’ es la fraccion de
luz que es absorbida por la hoja y 0.5 es la fraccion de luz absorbida utilizada por el PSII

(Rosenqvist and van Kooten 2003)
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