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Resumen.

Ciertos metales pesados, como el Cu*?, Zn*?, Fe** y Mn*?, son considerados como micronutrientes,
ya que participan en diversos procesos bioquimicos y fisiolégicos que permiten el desarrollo
satisfactorio de la planta. Sin embargo, en el suelo donde éstas se desarrollan pueden existir
metales que no tienen funcion alguna (p. ej. Cd y Pb), y cuando éstos, y los considerados
micronutrientes, se encuentran en altas concentraciones se tornan téxicos y pueden provocar
diversos efectos que van desde la disminucion del crecimiento hasta la muerte de la planta. A
pesar de que para la mayoria de los metales pesados ya se han determinado sus sitios de accion,
para el caso del Mn y del Cr, aun existen controversias acerca de sus mecanismos y de sus sitios
de accién, por lo que este estudio tuvo como objetivo caracterizar los efectos del Cr y Mn en la
fotosintesis, niveles de pigmentos y de solutos compatibles de frijol mungo (V. radiata), frijol comuan
(P. vulgaris. L. Var. Ojo de Cabra), y alfalfa (M. sativa). En este trabajo se observé que ambos
metales disminuyeron la concentracion de clorofilas, probablemente por la inhibicion que éstos
causaron a las enzimas &-aminolevulinico deshidratasa y sintetasa, las cuales participan en la
sintesis de clorofilas. Por otro lado, el Mn no afectd el rendimiento cuantico para la liberacion de
oxigeno de las tres especies, aunque en P. vulgaris en el dia 8 de tratamiento mostré un
incremento en la liberacién de oxigeno. A diferencia de lo registrado en los tratamientos con Mn, el
Cr provocé un incremento en la liberacion de oxigeno de las dos especies de frijol, sin embargo, la
emision de oxigeno fue disminuyendo con el tiempo de exposicidon, sugiriendo que el Cr puede
afectar al Complejo emisor de oxigeno (CEO). En lo que respecta a los efectos del Mn en la
fotosintesis de frijol comun y alfalfa, este metal provocé una acumulacién de QA’, que fue reflejado
en el incremento del punto J, en los parametros Log Wo y Log Wo/(1- Wo); ademas, disminuy6 la
interaccion entre las clorofilas del complejo antena con los centros de reaccion, lo cual se observo
en el incremento del parametro Log ABS/CS y en la disminucién de Log RC/CS. Estos efectos y la
disminucion de las reacciones luminicas (Log ¢./(1- ¢,) hicieron que el comportamiento del FSII
disminuyera desde los primeros dias de tratamiento. Estos resultados demuestran que el Mn si
puede afectar los procesos fotoquimicos y fototermales. A diferencia de alfalfa y frijol comun, frijol
mungo mostré mecanismos para adaptar su FSII al estrés por Mn, los cuales fueron: 1) ciclo de
inactivacion y activacion de los centros de reaccién (CR) y del CEO; 2) disminucién en la captacion
de energia y por tanto del complejo antena. Algunos de estos mecanismos fueron observados en
frijol comun tratado con 1 mM de Mn. Lo anterior demuestra que los sitios y mecanismos de accion
del Mn son: disminucion en la re-oxidacion de QA" (incremento de QA"), inhibicién del CEQO y de los
CR; disminucion en la interaccion de las clorofilas del complejo antena con los centros de reaccion;
los cuales provocan el decremento del transporte de electrones.

A diferencia de Mn, se observé que el Cr en alfalfa provocéd la disminucion del transporte de
electrones desde el primer dia de tratamiento, mientras que en las dos especies de frijol, todos los
parametros de fluorescencia no se vieron afectados e inclusive indican un incremento en el
transporte de electrones, lo cual pudo favorecer el estrés oxidativo.

Finalmente, se observé que en frijol mungo y en alfalfa tratadas con Mn hay una tendencia a
incrementar los niveles de prolina, lo cual no fue observado en frijol comun; ademas, solo en frijol
mungo en el dia 6 se observé la disminucion de la concentracion de prolina en hoja, sugiriendo que
en esta especie se lleva a cabo la oxidacidon y re-sintesis de este aminoacido para evitar un
desequilibrio redox. En el caso de los niveles de azucares solubles y aminoacidos libres totales, en
las tres especies estudiadas no se observé un patron definido de variaciéon en su concentracion,.
En el caso de los tratamientos con Cr, en las tres especies hubo un incremento de los niveles de
prolina y proteina soluble, sugiriendo que estos osmolitos tienen una funcién osmoreguladora.



1.- Introduccioén.

Metales pesados como el Cu*?, Zn*?, Mn*? y Fe*? son micronutrientes esenciales
para las plantas, ya que participan en diversos procesos bioquimicos y fisiologicos.
Por ejemplo, el Mn es de gran importancia en la fotosintesis, ya que es un
componente del complejo emisor de oxigeno (CEQO), con wuna funcion
transportadora de electrones obtenidos de la fotdlisis del agua. Por su parte, el Cu
es un componente de la plastocianina en la cadena transportadora de electrones
fotosintética y en la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial. Asi
mismo, estos cuatro metales son cofactores de las isoformas de la Superoxido
dismutasa (SOD). Sin embargo, existen metales que no tienen ninguna funcion
fisiologica (P. ej. Cr, Pb y Cd), y cuando éstos, e inclusive los que se consideran
como esenciales, se encuentran en altas concentraciones se tornan téxicos para
las plantas, afectando de esta forma su desarrollo, su productividad, y ademas
pueden provocar su muerte, (Bowler, et. al. 1992. Pandey, et. al. 2003. Prassad,
1995. Taiz y Zeiger, 2002).

De acuerdo a varios estudios, se ha determinado que los efectos de los metales
pesados dependen del i6n y de la concentracion del mismo, asi como de la
especie de la planta y de las condiciones en las que ésta crece. Por ejemplo, los
sintomas visibles que provoca el exceso de Mn son la clorosis, la necrosis,
decoloracion de las raices y formacién de puntos cafés en las hojas (Wisseimer y
Horst, 1992. Lydon, 2002). De igual forma, se ha demostrado que la mayoria de
los dafios que provoca la toxicidad de los metales pesados estan asociados a la
generacion de radicales libres; al bloqueo en el transporte de electrones del
fotosistema IlI; al desequilibrio osmético, entre otros, (Chen, et. al. 2001. Ralph y
Burchett, 1998. Rai, et. al. 2004).

Aunque para la mayoria de los metales pesados ya se tienen bien ubicados sus
sitios de accion, para otros, como el Mn y el Cr, aun no se han dilucidado por
completo sus mecanismos de accidon. Para el caso del Mn, se han propuesto tres
hipotesis con las cuales se ha tratado de explicar los efectos de este metal; éstas
son: a) desequilibrio hormonal; b) deficiencia de Fe*?, y c) dafio a las enzimas de

la maquinaria antioxidativa. Sin embargo, se ha encontrado que las



concentraciones de Fe en hojas no disminuye considerablemente, al igual que la
actividad de la catalasa y de la peroxidasa, por lo que se ha descartado el efecto
sobre la captacion de Fe y por dafo a las enzimas de la maquinaria antioxidativa,
(Nable, et. al. 1988). Sin embargo, se ha observado que la fotosintesis neta si es
afectada por este metal.

En cuanto al efecto del Mn sobre la fotosintesis, Houtz y colaboradores (1988)
mencionan que dicho metal afecta la actividad carboxilasa de la Ribulosa 1-5
bisfosfato carboxilasa-oxidasa (Rubisco) y a la regeneracion de la Ribulosa 1-5
bisfosfato (RuBP). Ellos atribuyen este efecto a la disminucién del Mg* vy a la
formacion del complejo Rubisco-Mn*?, el cual induce la actividad oxidasa de esta
enzima. Pese a estos resultados, hay quienes proponen que este metal dana la
estructura del cloroplasto y que la actividad carboxilasa no es afectada, (Gonzalez
y Lynch, 1997). A pesar de estas discrepancias, los resultados de Houtz (1988)
fueron corroborados en 1997 por Kitao y colaboradores, quienes ademas
mencionan que la eficiencia en la captacion de excitones disminuye, lo cual
provoca la disminucién en la eficiencia cuantica del fotosistema Il, un incremento
de la cantidad de QA reducidas y en la disipacién de energia en forma de calor.
Como ya se mencioné anteriormente, la mayoria de los metales pesados estan
relacionados con la generacion de radicales libres lo cual provoca el estrés
oxidativo. En un caso especifico, se ha observado que durante el proceso de
oxidacion del Cr VI, se genera especies reactivas de oxigeno, (Cervantes, et. al.
2001). Esto se ha comprobado en plantas de frijol mungo, en las cuales se
observo que la actividad de la catalasa, de la ascorbato peroxidasa y de la
superoxido dismutasa se incrementa, (Shanker, et. al. 2004. Samantary, 2002). En
relacion al efecto de este metal en la fotosintesis, se tiene reportado que dafa al
CEO y que afecta a la transferencia de electrones, (Apperoth, et. al. 2001. Mallick y
Mohn. 2003)

Para aminorar los efectos de los metales pesados, las plantas han desarrollado
diferentes mecanismos, como la compartamentalizacion en vacuolas, sintesis de

fitoquelatinas y acumulacion de solutos compatibles, (Hall, 2002. Wu, et. al. 2002.



Hirschi, et. al. 2000), estos ultimos como respuesta al desequilibrio hidrico que
generalmente ocasionan los metales pesados.

En relacion a los solutos compatibles, se ha observado que los principales
osmolitos que se acumulan son la prolina, la glicina betaina, el manitol, el sorbitol
y la trehalosa, y las funciones que se les han atribuido son las de regular las
presiones osmoticas, mantener la conformacién cuaternaria de proteinas y
enzimas, asi como proteger al aparato fotosintético, entre otras, (Hoekstra, et. al.
2001. Alia y Saradhi, 1993. Allakhverdiev, et. al. 2003).



1.1.-Antecedentes.

1.1.1.-Efecto de los metales pesados en la fotosintesis.

Se ha demostrado que el fotosistema Il (FSII) es el blanco principal de los factores
que provocan los distintos tipos de estrés abidtico, (Kruger, et. al. 1997). En el
caso de los efectos que causan los metales pesados en las reacciones
fotosintéticas, Pankovic, er. al. (2000) encontré que el Cd disminuye la liberacion
de oxigeno y la eficiencia cuantica del transporte de electrones del FSII,
y ademas, afecta la regeneracion de la ribulosa 1-5 bisfosfato (RuBP).

En contraste, Nable y colaboradores en 1988, mencionan que a pesar de que en
las hojas de tabaco se desarrollaron los sintomas visibles que son caracteristicos
de la toxicidad del Mn (clorosis, necrosis y puntos cafés), las reacciones parciales
del FSI y FSIl no se vieron afectadas por este metal, y que sin embargo la
fotosintesis neta si disminuye. Por su parte, Houtz, et. al. (1988) reporta que la
disminucién en la fotosintesis neta de plantas expuestas a la toxicidad de este
metal, es debido a la inhibicion de la actividad carboxilasa de la Rubisco; ya que
encontraron que las concentraciones de RuBP se incrementan. Estos resultados
fueron corroborados por Kitao y colaboradores en 1997, quienes ademas
mencionan que la liberacion de oxigeno no se ve afectada, y que sin embargo gP
(Actividad fotoquimica) y la eficiencia para la captura de energia de excitacién
disminuye, y que ademas se incrementa el numero de QA reducidas.

En cuanto a los efectos del Cr en la fotosintesis de plantas, Apperot, et. al. 2003

reporté que disminuye la emisién de oxigeno y el transporte de electrones.

1.1.2.-Osmolitos compatibles.

En la actualidad esta ampliamente documentado que para aminorar los dafos
provocados por distintos tipos de estrés abidtico, las plantas tienden a acumular
ciertos solutos compatibles u osmolitos, como la prolina, la glicina betaina,
azucares solubles, proteinas solubles, entre otros, (Naidu, et al. 1991.
Good, et. al. 1994. Ghoulam, et. al. 2002. Chen, et. al. 2004).

Referente a los cambios en los niveles de osmolitos provocados por la toxicidad

de los metales pesados, se ha reportado que los iones Cu, Zn, Pb, Mg, Cd y Cr,



inducen la acumulacién de prolina, (Bassi, et. al. 1993. Mohan, et. al. 1997.
Pandey, et. al. 2003 ). Sin embargo, Chen y colaboradores en el 2001 reportaron
que el Mn no provoca la acumulacién de dicho aminoacido.

Con relacion a lo anterior, Chen, et. al. (2001) encontré que la acumulacién de
prolina en hojas de arroz esta fuertemente correlacionada con el incremento de la
actividad de la Ornitina aminotransferasa (OAT). Por su parte, Shaw, et. al. (2002),
menciona que este mismo efecto pero en plantas de P. aureus y de Triticum es
debido a la actividad de la enzima A1- Pirrolin -5- carboxilato sintetasa (P5CS). Asi
mismo, Mohen, et. al. (1997) y Oncel, et. al. (2000), encontraron que conforme se
acumulaba la prolina, los niveles de azucares solubles y los de proteina
disminuian, lo cual se atribuyé a efectos a nivel bioquimico que estimulan la
sintesis y acumulacion de este osmolito. Sin embargo, también se ha encontrado
que este aminoacido disminuye conforme aumenta el tiempo de exposicién al
metal y este efecto se ha atribuido a la inhibicion de su sintesis,
(Bassi, et. al. 1993).

Varios investigadores coinciden en que la acumulacion de la prolina es debido al
déficit hidrico que generan los metales pesados, ya que algunos de ellos
disminuyen la transpiracion, (Schat, et. al. 1997. Chen, et. al. 2004.), ademas de
que gran parte de este aminoacido tiende a acumularse en tejidos verdes (hojas y
tallos).

A los osmolitos se les ha relacionado con la regulacion del desequilibrio osmatico
que generan los diferentes tipos de estrés abiotico, incluido el generado por los
metales pesados. Sin embargo, aun en la actualidad existen controversias sobre el
papel fisiologico que desempena la prolina, ya que hay autores que mencionan
que su acumulacion es simplemente una respuesta fisiolégica y que no tiene
funcion alguna, (Scat, er. al. 1997). A pesar de lo mencionado por este
investigador, existen mas evidencias sobre su papel protector de enzimas y
complejos proteicos, por ejemplo, Sharma, et. al. en 1998 reportd que en
condiciones in vitro, la prolina protege a la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y a
la Nitrato reductasa de los efectos del Zn, y que reduce los niveles de iones Cd en

el medio de ensayo. Inclusive existen reportes que demuestran que también sirve



como capturador de radicales libres; como agente reductor para volver a activar la
cadena transportadora de electrones en procesos de recuperacion, y como un
donador alternativo de electrones en el FSII (Alia, et. al. 1991. de Ronde, et . al.
2004). Ademas existen estudios moleculares que demuestran que la prolina

protege a las plantas del estrés por salinidad, por sequia y por altas temperaturas,
(Kishor, et. al. 1995.).



2.- Hipotesis.

El Mn y el Cr pueden afectar a los procesos fotoquimicos de las plantas de alfalfa
y de las dos especies de frijol, lo cual se reflejara en la eficiencia en la captacion
de energia luminica y en el transporte de electrones, ya que por lo general el
fotosistema |l es el blanco principal de los factores que provocan los distintos
tipos de estrés abiotico, y en el caso del Mn, que se ha reportado que afecta la
fijacion del CO,, cabe la posibilidad de que existan cambios a nivel fotoquimico y
fototermal. Asi mismo, los niveles de solutos compatibles cambiaran en los
distintos tejidos de la planta (hoja, tallo y raiz), como una respuesta a la toxicidad

de estos dos metales.



3.-Objetivo general.
Caracterizar los efectos del Mn*? y del Cr VI en la fotosintesis y en los niveles de

pigmentos y osmolitos compatibles de Phaseolus vulgaris, Vigna radiata y

Medicago sativa.



3.1.-Objetivos particulares.

» Caracterizar las respuestas de los Fotosistemas II y I ante la toxicidad del
Mn y del Cr.

e Determinar los niveles de acumulacion de prolina, aminoacidos libres

totales, azucares solubles totales y proteina soluble.
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4.-Material y Métodos.

4.1.-Obtencion de material vegetal.

Semillas de frijol mungo (Vigna radiata) y frijol comun (Phaseolus vulgaris. Var L. 0jo
de cabra) obtenidas en el mercado, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al
3% durante 30 minutos, luego se lavaron varias veces con agua corriente y se
dejaron en imbibicion durante 12 horas. Posteriormente, las semillas se colocaron
en cajas de plastico conteniendo agrolita® humedecida a saturacién con solucién
Hoagland sin EDTA- Fe, (KH2PO4 0.136 g.l. KNO3 0.505 g/l. Ca(NOs3), 0.82 gl/l.
MgSO4 0.24 g/l. H3BO3 2.86 g/l. MgCl, 1.81 g/l. ZnSO4 0.22 g/l. CuS04.5H,0 0.08
g/l. HoMoO4 0.02 gl.). La germinacién se llevd a cabo en una camara de
crecimiento a 24 °C con un fotoperiodo de 16 y 8 horas luz y oscuridad
respectivamente, con wuna densidad de flujo fotonico de 60 pmol de
fotones. m?.s™., y se mantuvieron en estas condiciones durante ocho dias. Cada
tercer dia se humedecio la agrolita con agua destilada. Después de este tiempo,
las plantulas se transplantaron a recipientes de plastico con 700 ml de solucién
Hoagland sin EDTA- Fe. En este medio de cultivo se mantuvieron bajo las mismas
condiciones de temperatura y fotoperiodo antes descritas.

Las semillas de alfalfa (Medicago sativa) fueron tratadas de igual forma que las de
frijol pero después del trasplante en solucion Hoagland sin EDTA-Fe se
mantuvieron durante 4 dias hasta la emergencia del primer par de hojas

verdaderas.

4.2.-Tratamientos con Cr y Mn.

Después de 2 dias del transplante de las dos variedades de frijol, y 4 dias en el
caso de alfalfa, las diferentes unidades fueron tratadas con MnCl, 0, 1 0 2 mM, o
Cry02K7 0, 0.15 0 0.30 mM.

Alos 2,4, 6 (8 para P. vulgaris) dias de tratamiento con Mn, y en los dos primeros
dias de exposicion con Cr, se determinaron los niveles de pigmentos
fotosintéticos, de osmolitos compatibles, y de la acumulacién de estos dos metales
en los tejidos vegetales, (hoja, tallo y raiz). En estos mismos dias se midid la

emision de fluorescencia de la clorofila a del FSIl, salvo que en V. radiata y
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M. sativa, se hizo una medicién a los 9 dias. El transporte de electrones del FSI se
midio a los 5 y 2 dias de tratamiento con Mn y Cr, respectivamente.
4.3.-Concentraciéon de clorofilas y carotenoides.

Para cuantificar la clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl b), carotenoides (Car.), clorofila
total (CT) y la proporcion clorofila a/ clorofila b (a/b); se utilizdé el método descrito
por Wellburn (1994), para lo cual, 0.3 g (para el caso de frijol), 6 0.1g (en el caso
de alfalfa) de hoja se maceraron con acetona al 80% para extraer los pigmentos.
4.4.-Rendimiento cuantico para la liberacion de oxigeno.

El rendimiento cuantico para liberacion de oxigeno se determind en un oximetro
con camara de disco de hoja (Hansatech Ltd. , King’s Lynn, England), midiendo el
oxigeno liberado por 15 discos de hoja de 8 mm de diametro, para el caso del
Vigna radiata y de Medicago sativa, y uno de 3.5 cm para el caso de Phaseolus
vulgaris ante la exposicion de diferentes densidades de flujo foténico ( 90 a 900
pmoles de fotones . m-2 . s-1 ) con una duracion de 60 segundos . Los registros se
efectuaron a temperatura ambiente y se realizaron después de haber adaptado los
discos de hoja durante 3-5 minutos a una densidad de flujo fotdnico de
630 umoles. m-2. s-1., proporcionada por una fuente de luz roja emitida por una
lampara de 36 fotodiodos (Hansatech Ltd. , King's Lynn, England). En la camara
de disco de hoja se agregaron 200 yl de NaHCO3 1M como fuente de COa.
4.5.-Medicién de la emisién de fluorescencia de la clorofila a del FS II.

La cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII de hojas de alfalfa
y de frijol, se registré con un Analizador de la Eficiencia de la Planta (Handy PEA
Hansatech Ltd., King’'s Lynn, England), después de haber adaptado las hojas a la
oscuridad por un periodo de 10 minutos y de aplicar luz de una longitud de onda
de 680 nm con una densidad de flujo fotdnico de 3,000 pmoles de fotones. m™?. s™
mediante una fuente luminosa de 6 fotodiodos y un fotodetector integrado
(Hansatech Ltd., King's Lynn, England ). La fluorescencia se registro desde los
10 ps hasta los 5s. A partir de los datos de la cinética de fluorescencia se
obtuvieron los parametros: Fo (Fluorescencia minima y denota la cantidad de
energia captada por los pigmentos antena cuando los centros de reaccion

permanecen abiertos), Fm (Fluorescencia maxima, indica la cantidad de centros
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de reaccién cerrados por la actividad fotoquimica), Fv (Fluorescencia variable, la
cual esta relacionada con la reduccion del pool de quinonas), Fv/Fm (Eficiencia de
la fotoquimica primaria), (Strasser, et. al. 2000). Los datos obtenidos para cada
uno de estos parametros fueron transferidos del Handy PEA a una PC donde se
procesaron con el programa Handy PEA y Biolyzer, (Maldonado-Rodriguez, 2002).
Con dichos programas se obtuvieron las cinéticas de la induccion de fluorescencia
de la clorofila a y los modelos de hoja, con los cuales se representa el flujo de
energia; asi como los parametros RC/CSo (Centros de reaccion activos por
seccion transversal), TRo/CS (Captura de excitones por seccion transversal),
ETo/CS ( Transporte de electrones por seccion transversal), DIo/CS (Disipacion de
energia en forma de calor) ABS/CSo (Tamafio del complejo antena) y P.l. (indice
de rendimiento).

4.6.-Analisis OJIP.

Para el analisis de los cuatro puntos de las cinéticas (OJIP) de la induccién
polifasica de la fluorescencia de la clorofila a, se consideraron los siguientes datos:
la intensidad de la fluorescencia de los primeros 50 ps, la cual es considerada
como Fo, donde todos los centros de reaccion (RC) estan abiertos; la
fluorescencia maxima (Fm), donde los RC estan cerrados; la emisiéon de
fluorescencia alos 2 ms (Foms 6 J) y @ los 30 ms (F3oms O 1).

Para monitorear de una forma mas completa el comportamiento del FS Il, se
empleo una serie de proporciones 6 rendimientos de flujo de energia que se basan
en los cinco postulados de la teoria de flujo de energia en biomembranas
propuesta por Strasser (1981). Las proporciones consideradas en este trabajo
fueron:

e Yo = 1- VJ; donde VJ= (Foms — FO)/(Fm/Fo), 6 ETo/TRo. Esta proporcién
indica la eficiencia con la que un exciton capturado puede mover un
electron mas alla de QA dentro de la cadena transportadora de electrones.

e ¢ = [1-(Fo/Fm)] . (1-VJ) = (ETo/RC)/ (ABS/RC) = ETo/ABS. Esta
proporcion indica el rendimiento cuantico del transporte de electrones.

* ¢po = [1-(Fo/Fm)] = (TRo/RC) / (ABS/RC) = TRo/ABS. Esta proporcion

refleja el rendimiento cuantico de la fotoquimica primaria, y es definido
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como la proporcién del flujo de energia total capturada por los centros de
reaccion del FS Il y utilizada para la fotoquimica primaria.

o [1-(VK/VI)Itratamiento/[1-(VK/VI)]control = Fraccion de Complejos emisores de
oxigeno activos. Donde VK es la fluorescencia variable a los 300us
= (Fso0ps-Fsops)/(FM-Fsous); VJ es la fluorescencia variable a los 2 ms
= (Fams-Fsous)/(FmM-Fsous)

* Log Plass o DF (Fuerzas Totales de Conduccién): Representa la densidad
de Centros de Reaccion (Log RC/ABS), la eficiencia de las reacciones
luminicas (Log ¢po/(1-¢po)) y la eficiencia de las reacciones oscuras o
fototermales (Log Yo / (1- Y0)).

El flujo de energia a través del FSII se puede representar de una forma especifica
(RC) 6 por seccion transversal (CS), en este caso se representd de esta ultima
forma. Al considerar que los parametros ABS, TRo, ETo, y Dlo representan el
flujo de energia, éstos fueron utilizados para construir los modelos de hoja con los
cuales se esquematizo el flujo de energia en el FS II.

4.7.-Medicién de fluorescencia Modulada.

Para determinar qP (Actividad fotoquimica, la cual se relaciona con la disminucién
de la fluorescencia debido a la oxidacion de QA por la transferencia de electrones
a NADP”, y/o también es un indicativo del grado de centros de reaccién que estan
abiertos) y gNP (Actividad no fotoquimica, que refleja la disminucion de la
fluorescencia por la disipacién de energia en forma de calor y por la formacion del
ApH a través de la membrana tilacoidal), (Bolhar, et. al. 1993. D’Haese,et. al.
2004), se registro la Fluorescencia Modulada con un fluorometro FMS (Hansatech
Ltd., King's Lynn, England), siguiendo el protocolo descrito por Genty en 1989: Fo
se determind al aplicar un pulso débil de luz y de inmediato se aplicé por 1 s un
pulso saturante de luz de 8000 umol de fotones. m?s™ para determinar la
fluorescencia maxima (Fm) en las hojas adaptadas a la oscuridad. Después, la
hoja fue iluminada con luz actinica de 500 uymol de fotones. m2.s". Una vez que la
hoja alcanzé el estado constante de la fotosintesis, se registro la fluorescencia de
estado constante (Fs) y al aplicar por 0.8 s un pulso saturante de luz de 8000 umol

de fotones. m2.s™" se determind la fluorescencia maxima en el estado adaptado a
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la luz (Fm’). Al obtener este parametro la luz actinica se apagé, y la fluorescencia
minima en el estado adaptado a la luz (Fo’) se determind por la iluminacién de luz
roja por un periodo de 3 segundos. Estos ultimos datos se utilizaron para calcular
gP y QqgNP; las ecuaciones para obtenerlos fueron las siguientes:
gP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’) y gNP = 1-(Fm’-Fo’)/(Fm-Fo).

4.8.-Aislamiento de tilacoides.

20 gramos de hojas de frijol 6 de alfalfa se homogenizaron en un medio de
homogenizacion que estaba a punto de nieve y que contenia Sacarosa 0.3 M,
Tris-HCI 50 mM pH 7.8, NaCl 20 mM, MgCl, 5 mM. El homogenizado se filtré a
través de 8 capas de gasa y una de algodoén intermedia y el filtrado se centrifugd
a 5000 rpm durante 60 segundos a 2 °C. Las pastillas se resuspendieron en un
volumen pequefio de medio de homogenizacion y en seguida se les agregd un
medio que contenia Tricina-KOH 10 mM, NaCl 150 mM pH 8 y una temperatura de
4 °C; luego se juntaron los resuspendidos en un solo tubo de centrifuga y se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos. La pastilla resultante se resuspendio
con medio de homogenizacion y se mantuvo en hielo hasta y durante su uso.
4.8.1-Medicion de las reacciones parciales del FSI .

La actividad del transporte de electrones de la cadena completa (FSII-FSI) y del
FSI se midieron polorograficamente en un oximetro Gilson Mod. IC., con electrodo
tipo Clark y con un una fuente de luz acoplada ( proyector con lampara de
halégeno de 100 W, Hansatech). Los ensayos se hicieron a una intensidad
luminica 1100 pmol de fotones m?. s™"; a 30 °C y en 1 ml de solucién que contenia
buffer de reacciéon (Sorbitol 0.2 M, MgCl, 10 mM, Hepes ac. Libre 100 mM, azida
de sodio 5 mM pH 7.6), los reactivos Metil viologeno 0.1 M, (Para las reacciones
de la cadena completa) DCMU 50 uM, Acido ascérbico 1mM, DCPIP 0.1 M (Para
las reacciones parciales del FSI) y 50 ug de clorofila. (Hall, et. al. 1993.
Hipkins, et. al. 1992).

4.9.-Cuantificacion de osmolitos.

Para la determinacion de los siguientes osmolitos se utilizé 0.1 g (para el caso de

alfalfa) 6 0.5 g (para el caso de las dos variedades de frijol) de tejido fresco de
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hojas, tallos y raices. Para cada soluto se hicieron tres repeticiones en cada
tejido, y todas las extracciones se hicieron a temperatura ambiente.
4.9.1-Cuantificacién de prolina.

La concentracion de prolina en hojas, tallos y raices se determiné por el método
descrito por Bates, et. al (1973).

4.9.2.-Cuantificacién de aminoacidos libres totales.

La concentracion de estos solutos se determiné por el método de ninhidrina. Para
la extraccion de los aminoacidos, el tejido fresco se macer6é en 5 ml de etanol al
80 %. El macerado se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos. Del
sobrenadante se tomé una alicuota de 2 ml para mezclarla con 3 ml de cloroformo
y uno de agua destilada; esta mezcla se agitd en vortex, y de la fase superior se
tomo una alicuota de 0.2 ml para hacerla reaccionar con ninhidrina. Esta mezcla
se mantuvo por 15 minutos en bafio Maria. Al cabo de este tiempo se dejaron
enfriar y se le agregd 2 ml de Etilen glicol monometil éter (Metilcelosolve); después
de agitar los tubos, se leyd su absorbancia a 570 nm con un espectrofotometro
Shimadzu de luz visible y haz dividido. La concentracién de los aminoacidos se
determind con una curva patrén de glicina en rango de 50 pg/ml.
4.9.3.-Cuantificacion de proteina soluble.

El tejido fresco de hojas, tallos y raices se macerd con 4 ml de agua destilada y el
macerado se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
separd y de él se tomd una alicuota de 0.2 ml para hacerla reaccionar con 5 ml
del reactivo Bradford. La concentracion se determind con una curva patréon de
albumina en el rango de 50 pg/ml.

4.9.4.-Cuantificacion de azucares solubles totales.

La concentracién de azucares solubles se determind por el método de antrona,
para lo cual el tejido fresco se maceré con 6 ml de etanol al 95%; el macerado
resultante se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se
recuperd y la pastilla se lavd con 4 ml de etanol al 70 % al centrifugarla a la
misma velocidad por 10 minutos. El sobrenadante de esta centrifugacion se junté
con el anterior y de esta mezcla se tom6 una alicuota de 0.2 ml y se hizo

reaccionar con 3ml de antrona; esta mezcla se puso en bafio Maria durante 30
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minutos. Posteriormente se leyd su absorbancia a 625 nm. La concentraciéon se
determind con una curva patrén de glucosa.

4.10.-Cuantificacion de Mn y Cr en tejidos de plantas.

Muestras de 0.5 g (Peso fresco) de raiz, tallo y hoja se secaron durante 48 horas
para obtener su peso seco y luego se digirieron con 5 ml de HNO3 concentrado
durante una hora a 250 °C. La concentracién de Cr y Mn se determiné con un
espectrofotometro de absorcion atomica PYE UNICAM SP 192.

Para determinar si existian diferencias significativas entre todos los datos del
control y de los tratamientos, se utilizd el estadistico T- student para muestras

independientes, aplicando niveles de significancia de 0.05, 0.025 y 0.0025.
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5.-Resultados.

5.1-Sintomas visibles.

En las dos especies de frijol (P. vulgaris y V. radiata) a partir del tercero y cuarto dia
de exposicion a las dos concentraciones de Mn (1 y 2 mM), se observo la
presencia de puntos cafés en las hojas. En el caso de P. vulgaris, éstos se
observaron en los trifolios. En las plantas de alfalfa (M. sativa), los sintomas
visibles consistieron en clorosis, necrosis y reduccién del tamafo de las hojas, los
cuales fueron mas severos en el tercer trifolio y en las plantas con 2 mM de Mn. A
pesar de estar bajo las mismas concentraciones de Mn, en esta especie no se
observaron motas cafés como fue el caso de las dos especies de frijol. Pese a
estas diferencias en los sintomas visibles, en las dos especies de frijol y en alfalfa

los efectos se fueron acentuando conforme aumentaba el tiempo de exposicién al
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metal; asi mismo, la magnitud de los sintomas también dependié de la
concentracion del Mn.

Por otro lado, el principal sintoma visible provocado por el Cr en las plantas de
alfalfa fue la pérdida de turgencia, la cual se reflejo en la flacidez de las mismas.
Para el caso de P. vulgaris y V. radiata, l0s efectos consistieron en la reduccién del
tamafo de las hojas y necrosis, tanto del primero como del segundo trifolio. Al
igual que el Mn, los efectos provocados por el Cr dependieron del tiempo de
exposicién y de la concentracion del mismo. Esto se pudo apreciar mejor en
alfalfa, ya que los efectos se empezaron a notar desde el primer dia de exposicion

a la concentracion de 0.3 mM , y en el segundo dia, estas plantas murieron.

5.2.-Pigmentos fotosintéticos.

Durante el tratamiento con Mn 1y 2 mM la Cl a, Cl b, carotenoides y clorofila total
disminuyeron en P. vulgaris, (Figura1), lo cual fue mas evidente en plantas con 2
mM y cuando el tiempo de exposicion fue mayor. En esta misma especie a los dos
dias de tratamiento con 1 mM, se registr6 un aumento en la relacion a/b, sin
embargo, no se mantuvo durante todo el tratamiento. La disminucién de Cl 4, Cl b
y clorofila total también se registré en V. radiata, mientras que la concentracion de
carotenoides y la relacidon a/b se mantuvieron sin cambios, (Figura 1). A diferencia
de las dos especies de frijol tratadas con Mn, en M. sativa, la disminucion de Cl a,
Cl b y clorofila total se observd a partir del cuarto dia de tratamiento, y no se
registr6 cambio alguno en la concentracién de carotenoides. Cabe mencionar, que
al igual que en P. vulgaris, a los dos dias de tratamiento con 2 mM, también se
registré un aumento en la relacién a/b, (Figura 1).

Los cambios provocados por el Cr en la concentracién de pigmentos se muestran
en la figura 2. En el caso de M. sativa, durante los dos dias de tratamiento, la Cl a,
clorofila total y la relacion a/b disminuyeron, lo cual no se observd en Cl by
carotenoides. En contraparte, en P. vulgaris, en el dia dos y cinco de tratamiento,
la Cl a, Cl b, carotenoides, clorofila total se incrementaron. Un efecto similar al

anterior fue registrado en V. radiata a los dos dias de tratamiento con 0.30 mM y
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sin cambios con 0.15 mM. En el tercero (en V. radiata) y en el séptimo dia

(en P. vulgaris) de tratamiento todos estos parametros disminuyeron.
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Figura 1: Efectos del Mn 1 y 2 mM en los niveles de pigmentos fotosintéticos de V. radiata,
P. vulgaris y M. sativa. Las barras representan la media de dos muestras de hojas diferentes, y
las lineas sobre ellas indican el error estandar. Ca (Clorofila a), Cb (Clorofila »), C
(Carotenoides), CT (Clorofila Total), a/b (clorofila a/ clorofila b).
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Figura 2: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en los niveles de pigmentos fotosintéticos de
V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. Las barras representan la media de dos muestras de hojas
diferentes, y las lineas sobre ellas indican el error estandar. Ca (Clorofila a), Cb (Clorofila b),
C (Carotenoides), CT (Clorofila Total), a/b (clorofila a/ clorofila b).

5.3.-Efectos del Cr y Mn en la Fotosintesis.

5.3.1.Rendimiento cuantico para la liberaciéon de oxigeno.

En las dos especies de frijol y en alfalfa, tratadas con Mn 1 y 2 mM, no se
observaron cambios significativos en la liberacion de oxigeno, sin embargo, a los 8
dias de tratamiento con 2 mM de Mn se incremento la liberacion de oxigeno en

-2

P. vulgaris en el rango de exposicion a luz de 360 hasta 900 ymol. m?. s™' de

densidad luminica, (Figura 3 y 4).

19

mg.g Tejido Fresco.



Emision de Oxigeno (umol O,. m’s™)

Emision de Oxigeno (umol 0,. m”. s")

Emision de Oxigeno (umol O.,. mZ &Y

V. radicia Dia 2 V. radiatn Dia 4 V. radialn Dn 6

1
1
1
Emision de Oxigeno (umol O,. m”. s")

35 2~
P. vulgaris Dia 2 P. vuigaris Diad P.vulgaris DaB [ 5
- T i Y b B
25 5 - L O
s = 14 E
20 B - 12
15 s B, Eu
= s D
10 - - -6 3
= i L 4 ;E
5 L : .E
0 T T T T T T T T T T T T 0 B
0 20 400 G600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 900 1000
DFF (umol.m’s ") DFF (umol.m’s") DFF (umol.m’s ™)
Figura 3: Efectos del Mn 1 y 2 mM en el rendimiento cuantico para la liberacién de oxigeno
de hojas de V. radiata y P. vulgaris. (e) Control (A) 1 mM (V) 2 mM. Cada una de las lineas
representa la media de 4 repeticiones con muestras diferentes, y la barra sobre cada una de
ellas indica el error estadistico.
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Figura 4: Efectos del Mn 1 y 2 mM en el rendimiento cuantico para la liberacion de oxigeno
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Figura 5.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en el rendimiento cuantico para la liberacion de
oxigeno de hojas de P. vulgaris y V. radiata. () Control (A) 1 mM (V) 2 mM. Cada una de las
lineas representa la media de 4 repeticiones con muestras diferentes, y la barra sobre cada
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El tratamiento de 1 dia con Cr produjo el incremento de la liberacidén de oxigeno en
V. radiata expuesta a 560 hasta 900 pmol. m?2.s” de densidad luminica, dicho
efecto se mantuvo solo en las plantas con 0.15 mM de Cr, ya que con 0.30 mM no
hubo diferencias significativas con respecto al control. Un comportamiento similar
fue observado en P. vulgaris (Figura 5). Cabe mencionar que este parametro no
se determind en M. sativa, ya que el tamafno de sus hojas dificultaron su
manipulacion para este fin. Por otro lado, estos resultados demuestran que ante

una exposicion relativamente corta al Cr, la liberacion de oxigeno en estas dos
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especies de frijol se incrementa por el efecto de este metal, y sin embargo,
conforme se incrementa el tiempo de exposicion al Cr el CEO puede ser afectado
por este metal.

5.3.2.-Emisién de fluorescencia de la clorofila a del FS II.

5.3.2.1.-Efectos del Mn.

El tratamiento de M. sativa con Mn 1 y 2 mM durante 4 dias de tratamiento no
produjo alteraciones en los parametros Fo, Fm, Fv y Fv/Fm, (Tabla 1), sin
embargo, en el dia 6 la fluorescencia maxima y variable disminuyen, siendo mayor
este efecto en las plantas tratadas con 2 mM. La disminucién de estos parametros
se mantuvo hasta el noveno dia, y posteriormente la fluorescencia minima (Fo) de
los dos tratamientos se incremento con respecto al control, y ademas, la eficiencia
de la fotoquimica primaria (Fv/Fm) disminuy6 en el tratamiento con 2 mM.

En contraste, en V. radiata, desde los dos primeros dias de tratamiento con Mn
2 mM, Fo, Fm y Fv disminuyen con respecto al control y al tratamiento con 1 mM,
(Tabla 2). Dicha tendencia a disminuir se mantuvo hasta el dia nueve, en donde a
diferencia de alfalfa, Fo disminuy6 en los dos tratamientos, y el parametro Fv/Fm
no fue afectado en ambos tratamientos.

A diferencia de M. sativa y V. radiata, en P. vulgaris, FO, Fm y Fv se incrementaron
significativamente en el dia dos; sin embargo, estos tres parametros disminuyeron
gradualmente conforme avanzo el tratamiento con Mn. Este efecto fue mas severo
en las plantas con 2 mM, en las cuales Fv/Fm disminuyé en el octavo dia,
(Tabla 2).

Los datos anteriores indican que los efectos del Mn en la emisién de fluorescencia
de la clorofila a del FSIl dependen de la especie, de la concentracidn y del tiempo
de exposicion al Mn, ya que solo en alfalfa en el dia nueve se registré el aumento
de la fluorescencia minima (Fo), lo cual pudo deberse a una oxidacion deficiente
de QA’, afectando de esta forma a procesos fototermales, como la reducciéon de
QB y PQH, lo cual se reflejo en la disminucion de los parametros Fm y Fv, que
estan relacionados con el cierre de centros de reaccion por la reduccion de QA, y
con la reduccién del pool de quinonas, respectivamente. Ademas, dejan en claro

que ante una exposicion de Mn 2mM si se afectan los procesos fotoquimicos, tal y
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como se refleja en el decremento de Fv/Fm. Por otra parte, los parametros de
fluorescencia de las dos especies de frijol indican que estas plantas tienen
mecanismos adaptativos ante el estrés por Mn, ya que la disminucion de Fo esta
asociada a la reduccién de la captacién de energia luminica para evitar efectos
inhibitorios a nivel fotoquimico y fototermal, probablemente por la baja demanda
de NADPH por parte del Ciclo de Calvin, ya que en otros estudios se ha
demostrado que el Mn afecta la actividad carboxilasa de la Ribulosa 1-5 bisfosfato
carboxilasa-oxidasa (Rubisco), (Nable, et. al, 1988. Kepova; et. al. 2004), y
ademas, con estos resultados se demuestra que V. radiata tiene mayor capacidad

a adaptarse, ya que a lo largo de todo el tratamiento el parametro Fv/Fm no es

afectado.
Dias [Mn] mM Fo Fm Fv Fv/Fm Qp Qne
M. sativa
2 0 613.8+61.1 3004.8£256.4  2391+288.8  0.79+0.04 0.88+0.06 0.165+0.06
1 578.8+154.2 3135.24£280.8  2586.3+164.7 0.82+0.03 0.88+0.03 0.1374+0.03
2 588.3£102.4 3095.3+330.4  25074+266.3  0.81%£0.02 0.88+0.04 0.159+0.05
4 0 592.2457.3  3075.5+£72.2 2483.3£72.2  0.80+0.02 0.87+0.05 0.2+0.09
1 530+34.1 2952.2+190.4  2422.2+165  0.82+0.007 0.9+0.01 0.11+£0.01a
2 550+70.9 2902.8+177.8  2352.3£194.2 0.81£0.03 0.92+0.007a 0.12+0.03
6 0 690.5£56.1  3424.7+£179.4  2734.2+162.1 0.79+0.01 0.91+0.03 0.11+0.03
1 646.5+£10.7 2965.7£232.9b 2319.2+215.1¢ 0.78+0.03 0.90+0.01 0.11+0.02
2 609.5+£82.3  2843.5£317.2b 2234+£259.2¢ 0.78+0.02 0.91+0.02 0.11+0.01
9 0 598.2421.3  3112.2499.3 2514+87.1 0.81£0.006  0.92+0.01 0.12+0.03
1 730.3£84.7b 2686.3+170.4¢c 1956+214.98b 0.72+0.04 0.88+0.04a  0.13+0.03
2 752+59.72b  2406.6+£290.7b 1654.6+247.6¢ 0.68+0.03¢  0.76+0.1b 0.17+0.06
Dias [Cr] mM Fo Fm Fv Fv/Fm Qp Qx~p
M. sativa
1 0 624.7+£63.1  3076.5+1803 2451.8+€12.73 0.79+0.01 0.83+0.01 0.18+0.05
0.15 715.8£100.5a 3064.1£209.3  2348.3+£214.3 0.77+0.03 0.86+0.09 0.124+0.02¢
0.30 913.24220.4b 2839.84306.4  1926.6+412.9b 0.67+0.09 0.89+0.04  0.12+0.01¢
2 0 642.3£70.61 2991.7£131.6  2349.4+121.5 0.79+0.02 0.91+0.02 0.14+0.04
0.15 1518.44231.6¢ 2395.74249.3¢  982.254+352.7¢ 0.37£0.07¢  0.78+0.09¢  0.31+0.1c

Tabla 1: Parametros de fluorescencia de la clorofila a del FSII de plantas de alfalfa (M. sativa)
tratadas con Mn 1y 2 mM y Cr 0.15 y 0.30 mM. Los datos presentados son la media y el
error estandar de 10 repeticiones con hojas diferentes. a) 0=0.025. b) 0=0.0025, y c)
0a=0.0005, de nivel de significancia.
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Por otro lado, en la tabla 1 también se puede apreciar que en M. sativa solo en el
cuarto dia de tratamiento con Mn 2 mM se registr6 el aumento de Qp y la
disminucién de Qnp, y en los dias dos, seis y nueve (solo en Qnp) NoO se registraron
cambios significativos en estos dos parametros, mientras que en el dia nueve Qp
disminuyo, y Qnp del tratamiento con 2 mM se incrementd. Los resultados de Qp
indican que la oxidacion de QA" debido al transporte de electrones para la
formacion de NADPH, es deficiente, ademas corroboran lo observado en el
aumento de Fo y en la disminucion de Fm y Fv en este mismo dia.

Uno de los mecanismos adaptativos que han desarrollado la mayoria de las
plantas es disipar el exceso de energia luminica en forma de calor para evitar los
dafios oxidativos. Relacionado a esto, la formacion y/o aumento de Qnp depende
de la formacién de un ApH a través de la membrana tilacoidal para que de esta
forma entre a los tilacoides la enzima violaxantina depoxidasa (VDE), que cataliza
la formacién de anteraxantina y zeaxantina, (D’Haese, et. al. 2004). Los resultados
obtenidos a partir de M. sativa, a pesar de que en la mayoria de ellos no se
encontraron diferencias significativas, muestran una clara tendencia a disminuir
(solo en el noveno dia con 2 mM se incrementa), lo cual hace suponer que existe
un ApH pequefo que evita que la enzima VDE entre a los tilacoides y se lleve a
cabo la depoxidacion de las violaxantinas y por tanto no se incremente Qup, por lo
que probablemente estas plantas sean propensas a dafos oxidativos.

En V. radiata, aunque en los dias 2 y 9 no se encontraron diferencias significativas
entre el control y los tratamientos, (Tabla 2), se observa que los valores de Qp de
1y 2 mM se mantienen por encima de los del control, demostrando que la
oxidacion de QA" es mas eficiente que la de M. sativa, por lo que en esta especie
de frijol no hay efectos inhibitorios en las fases fotoquimica y fototermal. Al igual
que en alfalfa, Qyp muestra una tendencia a disminuir, lo cual se puede deber a
que esta planta disminuye la captacion de energia tal y como se observo en el
decremento de Fo , por lo que esta disminucion de Qnp pudo deberse a un
mecanismo regulatorio para evitar acumular NADPH y ATP, y ademas, no se

disipa energia en forma de calor, ya que la energia luminica que es captada es
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ocupada en su mayoria para la actividades fotoquimicas, lo cual coincide con lo

observado en Fv/Fm.

Dias [Mn] mM  Fo Fm Fv Fv/Fm Qr Qx~p
V. radiata

2 0 493.9424.23  2897.9+£77.87 2404+56.61 0.83+0.005 0.55+0.03 0.34+0.04
1 490.2+13.13  2894.2493.18 2406+85.56  0.83+0.003 0.67+0.11  0.22+0.03c
2 466.1+22.24a 2750+132.82a 2284+121.7a 0.83+0.008 0.64+0.11  0.20+0.03c

4 0 487.1£16.82  2843.8+85.62 2356.7+74.28 0.83+0.004 0.68+0.08 0.25+0.06
1 463.1£39.20  2558.2+195.1b 2095+189.5b 0.82+0.002 0.79+0.08a 0.19+0.04
2 457.1427.74¢  2566.1+170.9b 2111+151.2¢ 0.82+0.008 0.83+0.03¢ 0.13+0.06b

6 0 483+18.11 2855.8+130 2373+113.9  0.83+0.003 0.76+0.06 0.23+0.03
1 471.8421.36  2459+387.04a 1987+389.7a 0.80+0.037 0.88+0.02¢ 0.13£0.02b
2 439.8426.34c 2528.7£237.9b 2088.9+136b 0.82+0.007 0.83+0.03¢ 0.18+0.001b

9 0 498+23.64 2861.1£149.9 2363+136.2  0.83+0.008 0.83+0.07 0.19+0.047
1 398+49.63¢ 2140.8+346.6¢ 1743+£299.9¢ 0.81+0.011 0.88+0.03 0.17+0.017
2 423+28.27¢ 2318.6+241.1¢c 1895+217.9¢ 0.82+0.121 0.87+0.07 0.19+0.021

Dias [Mn] mM Fo Fm Fv Fv/Fm Qr Qx~p

P. vulgaris

2 0 506.2+16.53  2898.8+£32.07 2393+17.45 0.83+£0.004 0.76+£0.06 0.19+£0.06
1 656.3+42.50¢ 3744.5+189.8¢ 3088+148.69¢ 0.83+0.004 0.71+0.06 0.17+0.02
2 638.7£30.44¢ 3722+142.15¢ 3083+113.89¢ 0.83+0.004 0.79+0.06 0.18+0.03

4 0 686.7+6.44 3964.7£66.54 3278+64.76 0.83+£0.004 0.82+0.06 0.22+0.05
1 700.5£20.01  3864.8+67.03b 3164+53.80b 0.82+0.004 0.80+0.09 0.24+0.05
2 643+£16.97¢ 3787.5£29.61b 31444+21.57b  0.83+0.005 0.86+0.04 0.16+0.03a

8 0 718.5438.17  3893.8+170.76 3176+136.33  0.82+0.005 0.66+0.08  0.25+0.06
1 638.8+42.14b  3372+£244.2a 2733+£220.99a 0.80+0.02  0.65+£0.09  0.26+0.05
2 510.3£29.39¢  2168.7+497.7¢ 1658+469.45¢ 0.75+0.057 0.6£0.064  0.20+0.03

Tabla 2: Parametros de fluorescencia de la clorofila a del FSIl de plantas de frijol mungo
(V. radiata) y frijol comun (P. vulgaris) tratadas con Mn 1y 2 mM . Los datos presentados son
la media y el error estandar de 10 repeticiones con hojas diferentes. a) a=0.025.
b) 0=0.0025, y c) a=0.0005, de nivel de significancia.

Por su parte, en P. vulgaris durante todo el tratamiento con Mn 1y 2 mM Qp y Qnp

no disminuyen, salvo en el cuarto dia con 2 mM, en el cual el segundo parametro

disminuyd, por lo que esta variedad de frijol tiene solo mecanismos adaptativos a

bajas concentraciones de Mn (1mM).
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5.3.2.2.-Efectos del Cr.

En la tabla 1 se muestran los parametros de emisiéon de fluorescencia de la
clorofila a del FSIl de M. sativa tratada con Cr 0.15 y 0.30 mM. En ella se puede
observar que en el primer dia de tratamiento la fluorescencia minima (Fo) de los
dos tratamientos se incrementd, sin embargo, los parametros Fm y Fv de las
plantas con 0.15 mM no disminuyeron, caso contrario al tratamiento con 0.30 mM,
en el cual Fv si disminuye. Ya en el segundo dia, en donde las plantas con
0.30 mM mueren, el incremento de Fo fue acompafado de la disminucion de la
fluorescencia maxima, fluorescencia variable y de la eficiencia de la fotoquimica
primaria. Este efecto también fue observado en esta misma especie tratada con
Mn, por lo que el incremento de Fo provocado por el Cr se debe a una oxidacién
deficiente de QA", que es reflejado en la disminucion de Qp; ademas, se demostrd
que el Cr si afecta a los procesos fotoquimicos del FSII de las plantas de M. sativa,
asi mismo, estas plantas tienden a disipar mas energia en forma de calor, lo cual
se observo en el incremento gradual de Qnp. Este comportamiento indica que el
transporte de electrones fue disminuido por este metal.

A diferencia de M. sativa, en V. radiata durante el primer dia de exposicion, en los
dos tratamientos se registré6 un aumento de los parametros Fm y Fv; dicho efecto
se mantuvo en las plantas con 0.15 mM durante todo el tratamiento, pese que en
el dia 2 y 3 no se encontraron diferencias significativas (Tabla 3). En el caso del
tratamiento con 0.30 mM, en el dia dos, los valores de los parametros Fo, Fmy Fv
fueron similares a los del control, sin embargo en el dia tres éstos volvieron a
incrementarse.

Estos datos sugieren que el Cr incrementa el transporte de electrones en
V. radiata, y pese a lo observado en alfalfa, este metal no afectd a las reacciones
fotoquimicas y fototermales de esta especie; inclusive la eficiencia en la oxidacion
de QA" se incrementd desde el primer dia de tratamiento con 0.30 mM, y desde el
segundo dia con 0.15 mM; aunado a esto, el parametro Qnp tendié a disminuir,
sugiriendo que esta planta no incrementa la disipacion de energia en forma de
calor, porque la energia luminica que es captada es aprovechada en su mayoria

en las reacciones fotoquimicas, tal y como se observo en el parametro Fv/Fm.
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Un efecto similar al observado en V. radiata, solo fue registrado en el dia dos en
P. vulgaris, (Tabla 3), ya que a partir del dia cinco, los parametros Fm y Fv
disminuyeron, lo cual es precedido del incremento de Fo, indicando que en esta
especie de frijol el Cr si puede afectar los eventos fotoquimicos y fototermales ante

una exposicion prolongada. Sin embargo, Qp se incrementé durante todo el

tratamiento, mientras que Qnp disminuy®.

Dias [Cr] mM Fo Fm Fv Fv/Fm Qp Qnp
V. radiata
1 0 497.3+4498  2886.2+106.09 2369+88.17 0.83+0.013 0.77+£0.04 0.22+0.008
0.15 4659+18.31 2975.2+91.45a 2509+80b 0.844+0.004 0.69+0.09a 0.15+0.02¢
0.30 505.5+£32.53  3011.1£100.6a 2506+81.38b  0.83+.0008 0.84+0.04b 0.18+0.03c
2 0 510.7£22.43  3006+89.81 2495+82.62 0.83+0.007 0.79+0.06 0.17+0.02
0.15 491.1£25.06  3074.8+£100.7 2584+83.7a 0.84+0.005 0.74+£0.04 0.16£0.01
0.30 512.9+24.47  3008.7«101.7 2496+112.9 0.83+0.012 0.85+0.03b 0.15+0.01
3 0 478.8+25.80 2918.7+132.2 2440+114.2 0.84+0.006 0.73+0.04 0.24+0.02
0.15 489.3+36.57 2977+168.84 2488+145.4 0.844+0.008 0.83+0.03¢ 0.16+0.01¢
0.30 519+44.61 2992.1+101.6 2473492 .41 0.83+0.014 0.76+0.05a 0.19+0.03b
Dias [Cr] mM Fo Fm Fv Fv/Fm Qp Qne
P. vulgaris
2 0 724.5+£51.5 3392.5+141.5 2668+90 0.79+0.007 0.68+0.11 0.27+0.04
0.15 645.749.44 3552.7+£59.19a 2907+59.3¢ 0.82+0.004 0.78+0.05 0.23+0.02
0.30 717+18.76 3817+109.97¢ 3100£106.4¢  0.81+0.006 0.86+£0.04b 0.24+0.03
5 0 663.7+40.2 3669.8+179.2 3006+160.1 0.82+0.009 0.57£0.08 0.28+0.03
0.15 639+13.36 3438.8+108.9a 2799+114.7a  0.81+0.008 0.75+0.09b 0.27+0.08
0.30 726.4+37.3a  3539.3+68.74a 2789+88.2a 0.794+0.013 0.76+£0.04¢ 0.11+0.02¢
7 0 684.2+21.6 3730.8+£199.2 3047+182.7 0.82+0.007 0.74+0.08  0.28+0.05
0.15 721.3+£55.3 3680.5+£93.6 2959+58.87 0.80+0.011 0.81£0.09  0.21+0.05a
0.30 785+27.85¢ 3530.84+297.4a 2746276 0.78+0.013

Tabla 3: Parametros de fluorescencia de la clorofila a del FSIl de plantas de frijol mungo
(V. radiata) y frijol comun (P. vulgaris) tratadas con Cr 0.15y 0.30 mM . Los datos presentados
son la media y el error estadistico de 10 repeticiones con hojas diferentes. a) a=0.025.

b) 0=0.0025, y c) a=0.0005, de nivel de significancia. (
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5.3.3.-Analisis J.I.P.

5.3.3.1-Efectos del Mn.

Las cinéticas de emision de fluorescencia de la clorofila a del FSII de plantas de
P. vulgaris, V. radiata y M. sativa, tratadas con Mn 1 y 2 mM, indican que ambas
plantas modificaron sus procesos fotoquimicos y fototermales. Lo anterior resulté
en cambios sustanciales de la forma caracteristica de la cinética de emision de la
fluorescencia graficada en escala logaritmica de tiempo, (Figuras 6, 7 y 8). Estos
cambios fueron dependientes de la concentracion y del tiempo de exposicion a
este metal, asi como de la especie, ya que estas modificaciones fueron mas
evidentes en M. sativa, en la cual, desde los dos primeros dias de tratamiento se
registr6 un aumento del punto J, y se mantuvo durante la mayor parte del
tratamiento, con la excepcion del sexto dia, en donde el punto | empezd a
disminuir con respecto al control, (Figura 6). Un aumento en el punto J es un
indicativo de que existe una acumulacion de QA’", en donde puede o no existir flujo
de electrones mas alla de este aceptor reducido. En este caso, en los primeros
cuatro dias, a pesar de este efecto, si se llevd a cabo la reduccion de QB (punto 1)
y de PQH (punto P). Sin embargo, a partir del sexto y hasta el noveno dia de
exposicidon al Mn, la reduccion de QB y PQH disminuyd, lo cual se reflejé en el
decremento de los puntos I-P. Estos resultados reafirman que ante un tratamiento
de 6-9 dias con Mn, los eventos fototermales (reduccion de QB y PQ) son
afectados por este metal; asi mismo, indican que el aparato fotosintético de las
plantas de M. sativa pierden gradualmente la capacidad de transportar electrones
mas alla de QA’, y ademas corroboran lo observado en los parametros Fo, Fm, Fv,
Qp y Qnp.

El incremento del punto J, en V. radiata solo fue registrado en el dia 2, (Figura 7),
ya que conforme aumenté el tiempo de exposicion al Mn, este punto fue
disminuyendo, lo mismo que los puntos I-P, pero a diferencia de M. sativa, esta
disminucién fue proporcional al decremento de J, y no tienden a desaparecer, con
lo cual se descarta la existencia de un efecto inhibitorio en la fase fototermal. Lo
anterior demuestra que esta especie de frijol tiene mecanismos regulatorios a nivel

fotoquimico y fototermal para hacer frente al estrés por Mn, y a la vez, para
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adaptar su aparato fotosintético a la demanda de NADPH por parte del Ciclo de

Calvin.
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Figura 6.: Cinéticas de emision de la fluorescencia de la clorofila a del FSIl de hojas de
alfalfa (M. sativa) tratadas con Mn 1 y 2 mM y adaptadas por 10 minutos a la oscuridad. Cada
cinética representa la media de 10 repeticiones de hojas diferentes. (a) 0 mM; (b) 1mM;
(c) 2 mM.

A diferencia de M. sativa y de V. radiata, en P. vulgaris, en el dia dos la fase
fotoquimica (O-J) y fototermal (I-P) se incrementan con respecto al control; sin
embargo, a partir del dia cuatro, ambas fases empiezan a disminuir, siendo mas
evidente este efecto en el octavo dia, en el cual el flujo de electrones de las
plantas con 2 mM disminuyé en mas del 50%, (Figura 8). Estos cambios en las

cinéticas de emisién polifasica de la fluorescencia de la clorofila « indican que esta
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especie solo posee mecanismos regulatorios a bajas concentraciones de Mn (en
este caso 1mM), ya que una concentracion de 2mM puede provocar efectos
inhibitorios como lo hace notar la cinética y los parametros de emision de

fluorescencia de plantas de P. vulgaris con esta concentracion de Mn.
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Figura 7.: Cinéticas de emisién de la fluorescencia de la clorofila « del FSIl de hojas de frijol
mungo (V. radiata) tratadas con Mn 1 y 2 mM y adaptadas por 10 minutos a la oscuridad.
Cada cinética representa la media de 10 repeticiones de hojas diferentes. (a) 0 mM; (b) 1mM;
(c) 2 mM.

El flujo de energia (ABS/CSo; TRo/Cs; ETo/CS; Dlo/Cs, y RC/CSo) puede ser
representado graficamente con modelos de hoja. En el caso de M. sativa, (Figura
9) pese al incremento en la concentracion de Mn, a lo largo de todo el tratamiento

el tamano del complejo antena (ABS/CSo) no disminuyd considerablemente,
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indicando que los dos tratamiento captan la misma cantidad de energia de
excitacion que el control; lo cual se reflejo en el tamafio de TRo/CS (Captacion de
energia de excitacion). Sin embargo, la cantidad de excitones utilizada para el
transporte de electrones fue menor en los dos tratamientos, tal y como se observa
en el decremento de ETo/CS (Transporte de electrones). Pese a esta diferencia,
en los seis primeros dias de tratamiento, la cantidad de energia disipada en forma
de calor (DIlo/CS) no difirid con respecto al control, solo se incremento en el dia 9,
donde ETo/CS disminuy6 en mas del 50% debido a la acumulacién de QA" y por la
deficiente reduccién de QB y PQH. Asi mismo, en estos modelos de hoja se puede
apreciar que en los tratamientos existe una disminucion e incremento periédico de
los centros de reaccion (en los modelos de hoja se muestran como puntos negros,
que indican inactivacion, y puntos blancos, representando los centros de reaccion
activos).

Al igual que en M. sativa, en V. radiata durante todo el tratamiento con Mn, no hubo
diferencias significativas en los parametros ABS/CS y TRo/CS, (Figura 10) pero en
este caso, la disminucion de ETo/CS solo se da en el cuarto dia, ya que en los
dias 6 y 9 este parametro no difirié considerablemente con respecto al control. De
igual forma, en esta especie de frijol también se observd un ciclo de activacion e
inactivaciéon de los centros de reaccion, lo cual pudo ayudar a mantener el
transporte de electrones al mismo nivel que el control. Estos resultados
demuestran que V. radiata ademas de los mecanismos de adaptacion a nivel
fotoquimico y fototermal, tiene otro a nivel centros de reaccion.

Un efecto similar al observado en V. radiata fue registrado en P. vulgaris, pero con
la diferencia de que en el octavo dia con Mn 2 mM, ETo/CS si disminuy6 en
comparacion con Mn 1mM y con el control, lo cual concuerda con lo observado en
las cinéticas de emision polifasica y en los parametros de la fluorescencia de la

clorofila a de esta especies, (Figura 11).
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Figura 8.: Cinéticas de emision de la fluorescencia de la clorofila « del FSIl de hojas de frijol
comun (P. vulgaris) tratadas con Mn 1 y 2 mM y adaptadas por 10 minutos a la oscuridad.
Cada cinética representa la media de 10 repeticiones de hojas diferentes. (a) 0 mM; (b) 1mM,;
(c) 2 mM.

Con el propdsito de identificar mas sitios de inactivacion y/o de adaptacion ante el
estrés por Mn, se calculd la fraccion de complejos emisores de oxigeno (CEO)
activos con la ecuacion [1-(VK/VJ)] tatamiento €ON Mn /[1-(VK/VJ)]contro, CON la cual
se observd , que al igual que en los centros de reaccién, en el CEO existe un ciclo
de activacion e inactivacion, (Figura 12). Lo anterior demuestra que V. radiata tiene
mecanismos adaptativos a nivel CEO, y ademas, indican que este metal no afecta
la actividad del complejo emisor de oxigeno, tal y como se observd en el

rendimiento cuantico para la liberacion de oxigeno, (Figura 3).
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Figura 9.: Modelos de hoja para el flujo de energia (absorciéon, captura de excitones,
disipacion y transporte de electrones) por seccidon transversal de hojas de plantas de
M. sativa tratadas con Mn 1 y 2 mM. Cada imagen es la media de 10 repeticiones. El ancho de
cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los puntos negros representan
la cantidad de centros de reaccién inactivos.

El ciclo de activacion e inactivacion de los CEO no se observd en P. vulgaris y
M. sativa. En el primer caso, durante los ocho dias de tratamiento, la fraccion de
CEO activos se incrementd, siendo mayor esta diferencia en el octavo dia, en el
cual también se registré un incremento en la liberacién de oxigeno en las plantas
con 2 mM (Figura 3). En el caso de M. sativa, se observo que conforme aumento el
tiempo de exposicion al Mn 1y 2 mM la cantidad de CEO disminuyd, aunque cabe
mencionar que en el sexto dia no existieron diferencias significativas entre el
control y los tratamientos, sin embargo, en el noveno dia si existe una disminucion
considerable. Estos ultimos resultados indican dos aspectos: por un lado, que en
M. sativa en una exposicion al Mn no mayor a seis dias el CEO no fue dafnado, tal
y como se demostrdé con el rendimiento cuantico para la liberacion de oxigeno
(Figura 4), y por otro lado, que en esta planta, ante una exposicion prolongada a

este metal (9 dias) el CEO si se dafio, lo cual, ademas de la deficiente oxidacion
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de QA’, puede ser otro de los factores por los cuales el transporte de electrones

disminuyo; por lo tanto el Mn en M. sativa afecto las actividades fotoquimicas.

V. radiate

Figura 10.: Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones,
disipaciéon y transporte de electrones) por seccion transversal de hojas de plantas de
V. radiata tratadas con Mn 1 y 2 mM. Cada imagen es la media de 10 repeticiones. El ancho de
cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los puntos negros representan
la cantidad de centros de reaccion inactivos.

Por otro lado, al calcular la eficiencia para el transporte de electrones (Log ¢eo) ¥
con la que un excitébn puede mover un electron mas alld de QA" (Log Wo), en
V. radiata se observd que a pesar que durante los primeros cuatro dias de
tratamiento ambos parametros disminuyeron, a partir del sexto dia ambas
eficiencias mostraron una recuperacién y/o adaptacion al estrés por Mn, caso
contrario a M. sativa, la cual mostré una clara tendencia a disminuir conforme se
incrementd la concentracion y el tiempo de exposicion, (Figura 13). En el caso de

P. vulgaris, no hay una marcada tendencia a adaptarse.

34



P vulgaris

Dia?2 Dia4 Dia 8

ABS/CSo

ABS/C S0

......

ABS/CSo

Figura 11: Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones,
disipaciéon y transporte de electrones) por seccion transversal de hojas de plantas de
P. vulgaris tratadas con Mn 1 y 2 mM. Cada imagen es la media de 10 repeticiones. El ancho
de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los puntos negros
representan la cantidad de centros de reaccién inactivos.

Todo lo anterior corrobora que el aparato fotosintético de V. radiata puede
adaptarse al estrés por Mn, y ademas, que en M. sativa este metal si afectd los
procesos fotoquimicos y fototermales.

La vitalidad de una planta y/o el comportamiento de su FSIlI ante cualquier tipo de
estrés, puede ser valorada mediante el parametro denominado indice de
rendimiento (Pl) o con el logaritmo de Plags que representa las fuerzas totales de
conduccion (DFags). DFags es construido en analogia a la ecuacion de Nerts que
describe el potencial redox. De esta forma, DFags €s la suma de la densidad de
centros de reaccion (Log RC/ABS); de la eficiencia de las reacciones luminicas
(Log dpo/(1-0po)), y de la eficiencia de las reacciones fototermales (Log Wo/(1-Wo))
(Bueno, et. al. 2004. Apperont, et. al, 2004). En la figura 14 se puede observar que
el comportamiento del FSIl de V. radiata ante el estrés por Mn disminuy6 durante
los primeros cuatro dias, lo cual se debié a la disminucién en la reacciones
luminicas (Log ¢po/(1-$p,)) registrada en el cuarto dia de tratamiento; por el

comportamiento de los centros de reacciéon (Log RC/CS) y por el decremento en la
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eficiencia de las reacciones fototermales (Log Wo/(1-Wo)). Al analizar
detenidamente cada uno de los componentes de DF, se observé que el principal
factor de este comportamiento del FSII es por la disminucion en la eficiencia de las
reacciones fototermales. Sin embargo, DF mostrd una recuperacion desde el sexto
dia, lo cual coincide con el incremento de Log Wo/(1-Wo), Log ¢po/(1-ps), CON la
inactivacion y activacion de centros de reaccion (Log RC/ABS), y con la
disminucién en la captacion de energia luminica (Log ABS/CS). Estos resultados
confirman que V. radiata tiene mecanismos a nivel fotoquimico (Captacion de luz,
CEO, CR) y fototermal (transporte de electrones mas alla de QA") para hacer

frente al estrés por Mn.
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Figura 12: Fraccion de Complejos Emisores de Oxigeno activos de plantas de M. sativa,
V. radiata y M. sativa, tratadas con Mn 1y 2 mM. (e) Control (A) 1 mM (V) 2 mM Cada trazo es
la media de 10 repeticiones.
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Figura 13.: Alteraciones de las eficiencias en flujo de energia de M. sativa, V. radiata y
P. vulgaris, tratadas con Mn 1 y 2 mM. Cada trazo es la media de 10 repeticiones. (e) Control
(A)1TmM(V)2mM.

En el caso de P. vulgaris, a pesar de que en el control se registré6 una ligera
disminucién de DF durante todo el tratamiento, (Figura15), la concentracién de
2mM de Mn fue la que mas afecté al comportamiento del FSII, ya que con 1mM se
observd que su actividad se mantiene casi constante desde el cuarto dia de
tratamiento, esto también se observo en los componentes de DF, con la excepcion

de Log ABS/CS. Todo esto demuestra que el P. vulgaris puede adaptarse a bajas
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concentraciones de Mn, ya que con 2 mM los eventos fotoquimicos y fototermales

son afectados.
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Figura 14.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en el comportamiento del FSIl de V. radiata evaluado con
el parametro DF y con cada uno de sus componentes (Ver detalles en el texto). Los valores

graficados son la media de 10 repeticiones.
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Figura 15.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en el comportamiento del FSIl de P. vulgaris, evaluado
con el parametro DF y con cada uno de sus componentes (Ver detalles en el texto). Los
valores graficados son la media de 10 repeticiones.

A diferencia de V. radiata, el comportamiento del FSIl de M. sativa mostré una clara

tendencia a disminuir desde los dos primeros dias de tratamiento, lo cual fue

(Log dro/(1-0po)) Y

inactivacion de centros de

atribuido al decremento de las reacciones luminicas

fototermales (Log Wo/(1-Wo)), a la reaccion

(Log RC/ABS) y al incremento gradual en la captacion de energia luminica
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(Log ABS/CS) , (Figura 16); con estos resultados se demuestra que el Mn en
ciertas especies vegetales, en este caso M. sativa, si afecta las reacciones

fotoquimicas desde los primeros dias de exposicion.
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Figura 16.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en el comportamiento del FSIl de M. sativa, evaluado con
el parametro DF y con cada uno de sus componentes (Ver detalles en el texto). Los valores
graficados son la media de 10 repeticiones.
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5.3.3.2.-Efectos del Cr.

A diferencia de los cambios provocados por el Mn en las cinéticas de emision
polifasica de la clorofila a del FSII de V. radiata, en los tratamientos con Cr 0.15 y
0.30 mM, solo en el dia dos se registr6 un aumento en el punto J, el cual
disminuyé en los dias consecutivos, en donde no se observaron cambios
considerables en las cinéticas. En P. vulgaris, solo en el dia cinco con 0.15 mM, los
cuatro puntos de la cinética disminuyeron en comparacién del control y del
tratamiento con 0.30 mM. Estos datos hacen suponer que este metal no afectd
considerablemente los eventos fotoquimicos y fototermales en estas dos especies
de frijol (Figuras 17 y 18).
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Figura 17.: Cinéticas de emision de la fluorescencia de la clorofila « del FSII de hojas de frijol
mungo (V. radiata) tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM y adaptadas por 10 minutos a la oscuridad.
Cada cinética representa la media de 10 repeticiones de hojas diferentes. (a) 0 mM,;
(b) 0.15 mM; (c) 0.30 mM.
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Figura 18.: Cinéticas de emision de la fluorescencia de la clorofila « del FSII de hojas de frijol
comun (P. vulgaris) tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM y adaptadas por 10 minutos a la
oscuridad. Cada cinética representa la media de 10 repeticiones de hojas diferentes.
a) 0 mM; b) 0.15 mM; c) 0.30 mM.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio dejan en claro que las
respuestas de las plantas a los diferentes metales pesados, en este caso Cry Mn,
son especie — especificas, ya que las cinéticas de emisién de fluorescencia de la
clorofila a« de M. sativa tratada con las mismas concentraciones de Cr, indican que
este metal, al menos en esta especie, si afecta a los procesos fototermales
(reduccion de QB y PQH), puesto que se registré6 un aumento de los puntos O-J,
acompanado desde el primer dia con 0.30 mM y en el segundo dia con 0.15 mM,
de la disminucién de los puntos I-P, (Figura 19). Asi mismo, se comprueba que el
Cr provocd una oxidacion deficiente de QA', lo cual se reflejé en el incremento de

J (acumulacion de QA) ,en la disminucion de |-P y en los parametros de emision
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Intensidad de la Fluorescencia de la Clorofila a (relativa)

de fluorescencia, por lo que este metal también afecta a los procesos fotoquimicos
y fototermales. Sin embargo, a pesar de que el punto | desaparece, aun existe una
ligera reduccion de PQH, ya que se formoé una pequeia inflexion que corresponde
al punto P, esto pudo haber sido por la reduccion de PQH mediante
clororespiracion, (Haldimann, et. a/.2004), o por la presencia de un donador

alternativo de electrones como la prolina, (De Ronde, et. al. 2004).
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Figura 19.: Cinéticas de emisidon de la fluorescencia de la clorofila « del FSIl de hojas de
alfalfa (M. sativa) tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM y adaptadas por 10 minutos a la oscuridad.
Cada cinética representa la media de 10 repeticiones de hojas diferentes. a) 0 mM;
b) 0.15 mM; c) 0.30 mM.

En los modelos de hoja de V. radiata, (Figuras 20) se puede apreciar que durante
los primeros dias de tratamiento el transporte de electrones (ETo/CS) se
incrementd. Sin embargo, en el ultimo dia de exposicion al Cr, se observé que con
una concentracion de 0.15 mM, ETo/CS es similar al del control, caso contrario en
el tratamiento con 0.30 mM en el cual este parametro empez6 a disminuir. Un
efecto similar fue registrado en P. vulgaris, (Figura 21) pero en este caso el
transporte de electrones disminuyé a partir el dia cinco y del dia siete con 0.30 y

0.15 mM, respectivamente. Estos resultados dejan en claro que en una exposicion
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relativamente prolongada al Cr, el transporte de electrones si disminuye. Lo
anterior confirma lo observado en los parametros de emisién de fluorescencia.

En contraste, en M. sativa desde el primer dia de exposicion al Cr, la captacién de
energia de excitacion (TRo/Cs) y el transporte de electrones (ETo/CS)
disminuyeron, lo cual fue acompafado del incremento de la disipacién de energia
en forma de calor (DIlo/CS), (Figura 22). Estos efectos fueron mas severos en el
dia dos, ya que los parametros TRo/CS y ETo/CS de las plantas con 0.15 mM

disminuyen en un 90 %, mientras que DIo/CS se incremento el doble del control.

0.30 mi

Figura 20.: Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcién, captura de excitones,
disipacion y transporte de electrones) por seccion transversal de hojas de plantas de
V. radiata tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM. Cada imagen es la media de 10 repeticiones. El
ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los puntos negros
representan la cantidad de centros de reaccién inactivos.
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Figura 21: Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones,
disipacion y transporte de electrones) por seccion transversal de hojas de plantas de
P. vulgaris tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM. Cada imagen es la media de 10 repeticiones. El
ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los puntos negros
representan la cantidad de centros de reaccién inactivos.

La disminucidn en la captacion de energia de excitacion (TRo/CS), registrada en
M. sativa, pudo deberse a la disminucion en la interaccion de las moléculas de
clorofila del complejo antena entre los centros de reaccion o por la disminucién en
la fraccion de CEO activos, y como se muestra en la figura 23.

En el caso de V. radiata, se observé que con Cr 0.30 mM, la fraccién de complejos
emisores de oxigeno activos disminuyé gradualmente, lo cual fue una de las
causas por la cuales el transporte de electrones disminuyd, y ademas coincide con
lo observado en la liberacion de oxigeno. En cambio, el tratamiento con Cr
0.15 mM mostré un ciclo de activacion e inactivacion, que probablemente haga
que ETo/CS sea similar al del control (Figura 13). Un efecto similar al del
tratamiento con 0.30 mM fue observado con esta misma concentracion en
P. vulgaris, ya que con 0.15 mM en el séptimo dia disminuye dicha fraccion.
Relacionado a la disminucion en el transporte de electrones en M. sativa, otra de
las causas que provoco este efecto fue la acumulacion de QA y/o la deficiente
reduccion de QB, ya que la eficiencia con la que un excitdon puede mover un

electron mas allda de QA (Log Wo) disminuyd drasticamente, trayendo como
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consecuencia el decremento en la eficiencia del transporte de electrones
observado tanto en los modelos de hoja como en el parametro ¢g,, (Figura 24). En
el caso de las dos especies de frijol, se observa que otra de las causas por las
cuales ETo/CS disminuyd gradualmente con Cr 0.30 mM, es por el decremento

gradual de Log Wo y de Log ¢e., (Figura 24).

M. sativa

0 mM

0.30 mM

Figura 22: Modelos de hoja para el flujo de energia (absorcion, captura de excitones,
disipacion y transporte de electrones) por seccidon transversal de hojas de plantas de
M. sativa tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM. Cada imagen es la media de 10 repeticiones. El
ancho de cada flecha corresponde a la intensidad del flujo de energia. Los puntos negros
representan la cantidad de centros de reaccién inactivos.

Con respecto al comportamiento general del FSIl de M. sativa, en la figura 25 se
observa que DF disminuyé drasticamente conforme aumentd el tiempo de
exposicion y la concentracion del Cr, lo cual probablemente se debié a la
disminucién en la interaccién entre las clorofilas del complejo antena y los centros
de reaccion, tal y como se demuestra en el incremento de Log ABS/CS y en el

decremento de Log RC/ABS. Ademas, la disminucién de la vitalidad de las plantas
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de M. sativa, también fue provocada por el decremento en la eficiencia de las
reacciones luminicas (Log o¢po/(1-9po)) ¥ de la eficiencia de las reacciones
fototermales (Log Wo/(1- Wo)); por lo que con estos resultados se confirma que el

Cr afecto las reacciones fotoquimicas y fototermales de M. sativa.
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Figura 23: Fraccion de Complejos Emisores de Oxigeno activos plantas de M. sativa,
V. radiata y P. vulgaris , tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM. (e¢) 0 mM (A) 0.15 mM (V) 0.30 mM.
Cada trazo es la media de 10 repeticiones.

A pesar de que los valores de DF de V. radiata, tratada con Cr, se mantuvieron por
encima del control en los primeros dias, se observdé que conforme avanzé el
tiempo de exposicion, este parametro fue disminuyendo gradualmente, lo cual se

debid a la disminucién en la eficiencia de las reacciones luminicas y fototermales,
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y del decremento en la interaccion de las clorofilas del complejo antena y de los
centros de reaccion, tal y como se demostré con el incremento en Log ABS/CS y
Log RC/ABS; aunque cabe mencionar que este efecto fue dependiente del tiempo
de exposicion y de la concentracion del Cr. Este mismo efecto fue observado en
P. vulgaris, (Figuras 26 y 27), por lo que el Cr puede afectar a las actividades
fotoquimicas y fototermales en una exposicién prolongada a este metal.
5.3.4.Efectos del Cr y Mn en el transporte de electrones del FSI.

En la figura 28 se muestran los efectos del Mn 1y 2 mM y del Cr 0.15 y 0.30 mM
en el transporte de electrones del FSI de las tres especies que fueron estudiadas.
En ella se observa que en las plantas de M. sativa con Mn 1 mM la actividad del
FSI se incrementé dos veces mas con respecto al control y al tratamiento con
2 mM, lo cual fue acompanado del aumento del transporte de electrones de la
cadena completa. Sin embargo, pese que en el tratamiento con 2 mM se
incrementa la actividad de la cadena completa, no se encontraron diferencias
significativas entre el transporte de electrones del FSI de este tratamiento con la
del control.

El incremento de la actividad del FSI también fue registrada en las plantas de
V. radiata con Mn 1mM, pero en este caso, el aumento fue menor en comparacion
al reqgistrado en M. sativa, y ademas, la actividad de la cadena completa no se
incrementd. En el caso del tratamiento con 2 mM, no se encontraron diferencias
significativas con respecto al control, tanto en la cadena completa como en las
reacciones parciales del FSI, (Figura 28).

A diferencia de M. sativa'y V. radiata, en P. vulgaris se observd un incremento de la
cadena completa, lo cual dependié de la concentracion de Mn presente en el
medio de crecimiento; sin embargo, en ambos tratamientos la actividad del FSI
disminuyd, (Figura 28)

Los datos obtenidos de las plantas tratadas con Mn, confirman que V. radiata
puede adaptarse al estrés por Mn, ya que en ella no fueron afectadas
considerablemente las reacciones de la cadena completa y del FSI, caso contrario

a P. vulgaris y M. sativa, en las cuales si fueron afectadas.
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Figura 24.: Alteraciones de las eficiencias en flujo de energia de M. sativa, V. radiata y
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Figura 25.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en el comportamiento de FSIl de M. sativa, evaluado
con el parametro DF y con cada uno de sus componentes (Ver detalles en el texto). Los
valores graficados son la media de 10 repeticiones.

Quiza una de las causas por las que la cadena completa de P. vulgaris se
incrementd, fue por el aumento de la fraccion de CEO activos, (Figura 13), los
cuales pudieron haber mantenido un aporte constante de electrones y quiza mayor
a los aportados por el ascorbato y el DCPIP. Aunado a esto, probablemente el

Citb/f fue afectado por el Mn y de esta forma disminuy6 el transporte de electrones
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Figura 26.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en el comportamiento de FSIl de V. radiata,
evaluado con el parametro DF y con cada uno de sus componentes (Ver detalles en el texto).
Los valores graficados son la media de 10 repeticiones.

del FSI, (Perales, 2001), sin embargo, esto no desencadend la disipacion de
energia en forma de calor (Figura 11), ya que estas plantas tendieron a disminuir
la captacion de energia, que fue reflejado en el parametro Fo (Tabla 2). Por otro
lado, el incremento en la actividad del FSI en plantas de M. sativa, pudo ser un
indicativo de que el transporte de electrones ciclico fue activado y/o incrementado
por el efecto del Mn.
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Figura 27.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en el comportamiento de FSIl de P. vulgaris,
evaluado con el parametro DF y con cada uno de sus componentes (Ver detalles en el texto).
Los valores graficados son la media de 10 repeticiones.

En el caso de los efectos del Cr, se observé que este metal disminuye la actividad
de la cadena completa y del FSI de P. vulgaris, (Figura 28), caso contrario a
V. radiata, en la cual no hubo diferencias significativas entre el control y el
tratamiento con Cr 0.15 mM, mientras que con Cr 0.30 mM se incrementd dos
veces el transporte de electrones del FSI en comparacion con el control y el

tratamiento con 0.15 mM.
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Figura 28: Efectos del Cr 0.15y 0.30 mM y Mn 1 y 2 mM en el transporte de electrones del FSI
y de la cadena completa (FSII+FSI) en plantas de V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. Los datos
graficados son la media y el error estandar de seis repeticiones. En M. sativa con Cr no se
determind, ya que el efecto fue inmediato y esto impidié la manipulaciéon de la muestra.

Los datos anteriores confirman lo observado con el analisis JIP realizado en estas
dos especies de frijol. Asi mismo, el incremento de la actividad dl FSI en V. radiata
pudo ayudar a oxidar los acarreadores de electrones del FSIl, y de esta forma

evitar la inhibicion del transporte de electrones de este fotosistema, ademas, esto
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explica el porque no se incrementé la disipacion de energia en forma de calor,
(Figura 20). Sin embargo, un aumento en la actividad del FSI pude propiciar la
generacion de especies reactivas de oxigeno y por tanto desencadenar el estrés
oxidativo, lo cual ya ha sido observado en estudios anteriores, (Asada, 1999.
Samantary, 2002).

5.4. Cambios en el contenido de osmolitos.

5.4.1. Efectos del Mn en los niveles de prolina.

En la figura 29 se muestran los efectos del Mn 1y 2 mM en los niveles de prolina
en V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. En ella se puede observar que en V. radiata
durante los primeros cuatro dias de exposicion a este metal la concentracidon de
prolina en hojas y tallos de los dos tratamientos se incrementd, sin embargo, en el
sexto dia, a partir del cual se registrd la recuperacion del aparato fotosintético, la
concentracion de este osmolito disminuyd, al grado de que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control. Este comportamiento
también fue registrado en la raiz, salvo que la disminucion de este soluto
compatible inicia desde el cuarto dia de tratamiento.

A diferencia de V. radiata, en M. sativa no se registré la disminucion de la
concentracion de prolina en hojas, ya que durante todo el tratamiento se
incrementd. Lo anterior sugiere que en esta especie vegetal no se llevo a cabo la
oxidacion de este aminoacido, tal y como lo hacen sugerir los datos obtenidos a
partir de V. radiata. En lo que respecta a los niveles de prolina en tallo y raiz, en el
primer caso, solo en el sexto dia se incrementd la concentracion, ya que en los
dias 2 y 4 disminuy6é con 1 y 2 mM, respectivamente. En la raiz, en los cuatro
primeros dias de tratamiento no se registraron cambios significativos, mientras que
en el dia seis la concentracion disminuyo.

En contraparte, en P. vulgaris no se registré una clara tendencia a incrementar la
concentracion de prolina en los tres tejidos (hoja, tallo y raiz), ya que unicamente
en el dia dos se incrementd 21 % en hoja, mientras que en el dia 8 disminuyo en
un 50% con 2 mM y se mantuvo sin diferencias en el tratamiento con 1 mM. Asi
mismo, en la raiz solo en el dia 4 con 1 mM se incrementd, y en el sexto con

2 mM disminuyé.
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Figura 29.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en los niveles de prolina en V. radiata, P. vulgaris y
M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar de 3 repeticiones
con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.

5.4.1.2. Aminoacidos libres totales (AALT).

El incremento en la concentracion de azucares solubles, solo fue observado en el
dia dos de tratamiento en las hojas de M. sativa y P. vulgaris, sin embargo, en los
dias consecutivos tendieron a disminuir, (Figura 30). En el tallo de M. sativa se
registré un efecto inverso al anterior, ya que solo en el sexto dia se incremento la
concentracion de AALT, mientras que en P. vulgaris l0s niveles de estos solutos
disminuyeron durante todo el tratamiento. En lo que respecta a la raiz, en

P. vulgaris no se registraron cambios significativos, mientras que en M. sativa, solo
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en el dia dos con 2 mM, y en el cuarto con 1 mM se incremento la concentracion

de aminoacidos.
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Figura 30.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en los niveles de Aminoacidos Libres Totales en
V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar
de 3 repeticiones con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.

A diferencia de P. vulgaris y M. sativa, en V. radiata se observd que los niveles de
AALT en hoja disminuyeron durante todo el tratamiento, mientras que en el tallo,

solo en el dia cuatro se registré un incremento en ambos tratamientos.
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En conjunto, estos datos sugieren que en este caso los aminoacidos libres totales
no son los principales solutos que pudieran hacer el ajuste osmoético, ya que se ha
reportado que los metales pesados pueden provocar déficit hidrico,
(Schat, 1997 ).
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Figura 31.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en los niveles de Proteina Soluble en V. radiata P. vulgaris
y M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar de 3 repeticiones
con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.



Azicares Solubles Totales [ng.g de Tejido Fresco]

5.4.1.3. Proteina Soluble.

La concentracidn de proteina soluble en hojas de M. sativa se incrementd durante
los primeros cuatro dias de tratamiento, lo cual en el cuarto dia fue acompafiado
de la disminucion de los niveles de proteina en tallo y raiz; mientras que en el
sexto dia no se encontraron diferencias significativas en ambos tejidos,
(Figura 31).
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Figura 32.: Efectos del Mn 1 y 2 mM en los niveles de Azucares Solubles Totales en
V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar
de 3 repeticiones con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.

58



Por su parte, en V. radiata desde el dia dos con 2 mM y desde el cuarto con 1 mM,
la concentracién de proteina soluble en hoja se incrementd, y a diferencia de
M. sativa, en la mayor parte del tiempo de exposicidon a este metal no hubo
diferencias significativas en el tallo y la raiz, salvo en el dia seis que hubo una
disminucion en los niveles de proteinas en los tallos de las plantas con 1 mM.

A diferencia de las dos especies anteriormente analizadas, en P. vulgaris durante
todo el tratamiento la concentracion de proteina en este tejido se incremento,
mientras que en el tallo y hoja, en el primero no se registraron cambios
significativos, y en hoja solo en el dia dos se incremento.

5.4.1.4. Azucares Solubles Totales.

En la figura 32 se puede observar que durante todo el tratamiento, los niveles de
azucares solubles en hojas y tallos de M. sativa disminuyeron, caso contrario en
P. vulgaris, en el cual a partir del cuarto dia de tratamiento empezd a incrementar
la concentracion de estos osmolitos en hoja, mientras que en el tallo solo en el
sexto dia disminuyeron. A diferencia de lo anterior, en V. radiata, solo en los
primeros cuatro dias los niveles de azucares se incrementaron, ya que en el sexto
dia disminuyeron con 2 mM y con 1 mM no existieron diferencias significativas con
respecto al control.

5.4.2. Efectos del Cr en los niveles de prolina.

Al igual que los efectos del Mn en los niveles de prolina en M. sativa y en V. radiata,
en los tratamientos con Cr 0.15 y 0.30 mM también se registré el incremento de
este osmolito en las hojas y en los tallos, pero con la diferencia de que el
incremento en hojas de M. sativa fue de 7 a 10 veces mas que el control; mientras
que en V. radiata no se registro la disminucion de este soluto como fue el caso con
el tratamiento con Mn, (Figura 33). Con respecto a la raiz de M. sativa, solo con
0.15 mM se incrementd la concentracion durante todo el tratamiento; dicho
comportamiento también fue registrado en el dia dos en V. radiata.

Un efecto similar al observado en V. radiata y M. sativa fue registrado unicamente
en el dia tres en P. vulgaris, ya que en el segundo dia solo el tratamiento con
0.15 mM incrementd la concentracion de prolina, mientras que con 0.30 mM no se

encontraron diferencias significativas con respecto al control en los tres tejidos.
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Figura 33.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en los niveles de prolina en V. radiata, P. vulgaris 'y
M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar de 3 repeticiones
con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.

5.4.2.1. Aminoacidos Libres totales.

En la figura 34 se puede observar que en V. radiata en los dos dias en los que se

determiné los niveles de AALT, solo en los tallos hay una tendencia a incrementar

la concentracion de estos solutos, ya que a nivel hoja no hubo diferencias

significativas entre el control y el tratamiento con 0.30 mM, mientras que con

0.15 mM la concentracion disminuyd. En el caso de la raiz de los dos tratamientos,
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en el dia dos disminuyd, lo cual solo se mantuvo con 0.15 mM, ya que en el otro

tratamiento hubo un incremento con respecto al control y a 0.15 mM.
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Figura 34.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en los niveles de aminoacidos libres totales en
V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar
de 3 repeticiones con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.

A diferencia de V. radiata, en P. vulgaris los niveles de AALT en hoja de los dos
tratamientos se incrementaron, aunque cabe mencionar que con 0.30 mM no hubo

diferencia entre la concentracion del dia dos con respecto a la registrada en el dia
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tres, ya que con 0.15 mM si hay una clara tendencia a incrementarlos. Asi mismo,
solo en el tercer dia en los tallos con 0.15 mM se incremento la concentracion de
estos osmolitos, mientras que en las raices de los dos tratamientos no hubo
diferencias significativas con respecto al control.

Al igual que P. vulgaris, en M. sativa también en el dia 1 se registro el incremento
de los AALT en hoja, pero con la diferencia de que este comportamiento también
fue registrado en tallo. Aunque en el dia 2 no se determiné la concentracién en
hojas, ya que su aspecto fisico dificulté su manipulacion, se pudo observar que a
pesar de que la concentracién en tallo fue mayor que la del control, muestra una
clara tendencia a disminuir, ya que del dia 1 al 2, la concentracion de aminoacidos
disminuyo6 dos veces. Este mismo efecto fue registrado desde el primer dia en las
raices.

5.4.2.2. Proteina soluble.

En las tres especies estudiadas, se observd que existe una clara tendencia a
incrementar la concentracion de proteina soluble en hoja y tallo, (Figura 35). Este
efecto, en los tres casos fue acompanado de la disminucién de los niveles de
proteina en las raices. Lo anterior hace suponer que hay una translocacion de
proteina de las raices hacia las partes aéreas o mas protedlisis en este 6érgano.
5.4.2.3. Azucares solubles totales.

En la figura 36 se observa que en V. radiata hay una tendencia a disminuir la
concentracion de azucares solubles en los tres o6rganos, caso contrario a
P. vulgaris, quien acumul6é azucares en las hojas, lo cual fue acompanado de la
disminucién en tallos y raices. Esto ultimo sugiere que los fotosintatos no son
translocados a los tallos y a las raices, probablemente para proteger a la parte
aérea de los efectos del Cr.

A diferencia de las dos especies de frijol, en M. sativa se observé que los niveles
de azucares solubles en tallos y raices del tratamiento con 0.15 mM se
incrementaron, lo cual fue acompanado de la disminucion de la concentracion en
hoja. En el caso de las plantas con 0.30 mM en los tres tejidos disminuyd, lo cual
puede atribuirse a efectos a nivel fijacion de CO,, mientras que lo observado en

las plantas con 0.15 mM, pudo ser una respuesta para absorber mas agua, ya
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que en este estudio se observd que las hojas pierden turgencia, lo cual hace
sugerir que la respuesta a esta concentracion de Cr es enviar los fotosintatos a las
raices para que estas tengan energia suficiente para modificar su arquitectura y

para incrementar la absorcion de agua, (Hare, et. al. 1998).
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Figura 35.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en los niveles de proteina soluble en V. radiata,
P. vulgaris y M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar de 3
repeticiones con muestras independientes. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.
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Figura 36.: Efectos del Cr 0.15 y 0.30 mM en los niveles de azucares solubles totales en
V. radiata, P. vulgaris y M. sativa. Los datos graficados representan la media y el error estandar
de 3 repeticiones. H) Hoja. T) Tallo. R) Raiz.

5.5.- Distribucién del Cr y Mn en los tejidos de las plantas.

En la figura 37 se muestra la acumulacion de Mn en las hojas, tallos y raices de
las tres especies estudiadas. En ella se aprecia que en P. vulgaris la concentracion
de este metal en los tres tejidos fue incrementandose conforme aumentaba el
tiempo de exposicion; asi mismo se observdé que desde el cuarto dia de
tratamiento las raices fueron las que acumularon mayor cantidad de Mn.

A diferencia de lo anterior, en V. radiata durante los cuatro primeros dias de

tratamiento con 1 mM, la concentracién de Mn en hojas fue incrementandose, sin
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embargo, en el sexto dia la cantidad de este metal disminuyd, caso contrario de
los tallos y raices que mostraron una clara tendencia a acumular mas Mn
conforme aumenté el tiempo de tratamiento. En el caso del tratamiento con 2mM
se observo que el tallo tuvo un comportamiento similar al observado en las hojas
de las plantas con 1 mM, mientras que la raiz fue la que acumulé mas Mn

conforme avanzo el tiempo de exposicion a este metal.

100
V. radiata Mn| | M sativa Mn
20 4—Dit2 — —Ditd— —Dia6—| | —Dia2 — —Dit 4 — ——Dia6 — :
g - 80 3
1 &
: T 2
i |- B =
) - 60 5
e ]
o o
% -
g 0 L4 ™
? ?
g By F20 §
n- o)
60 H T R HTURHT R
P. vulgaris Mn
R 0 mM
1 1mM
B 2mM

pmol Mn.g ' de Tejido Seco

H T RHTRHT R

Figura 37: Acumulacion de Mn en las hojas, tallos y raices de V. radiata, P. vulgaris y M. sativa
tratadas con Mn 1 y 2 mM. Los datos graficados representan la media y el error estandar de
dos repeticiones con muestras independientes.
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Figura 38: Acumulacién de Cr en las hojas, tallos y raices de V. radiata, P. vulgaris y M. sativa
tratadas con Cr 0.15 y 0.30 mM. Los datos graficados representan la media y el error
estandar de dos repeticiones con muestras diferentes.

Un efecto similar al observado en las hojas de V. radiata fue registrado en
M. sativa, ademas, los tallos y raices tendieron a acumular mas Mn conforme
aumento el tiempo de exposicion a este metal.

A diferencia de lo observado en los tratamientos con Mn, en las tres especies
tratadas con Cr, se observé que las raices son las que retienen la mayor cantidad

de este metal, y solamente en los tratamientos con 0.30 mM se pudo detectar la
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acumulacion de Cr en las hojas y tallos, mientras con 0.15 mM no se detecto la

translocacién de este metal a las hojas, (Figura 38).
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6.- Discusion.

En este estudio se observé que el Mn generd puntos cafés en las hojas de las dos
especies de frijol, mientras que en M. sativa provoco clorosis y necrosis. Estos
efectos dependieron del tiempo de exposicion y de la concentracién de este metal.
Resultados similares han sido reportados por Wissemeir y Horst (1987), y Kitao,
et. al. (1997.), quienes han determinado que los puntos cafés en las hojas son el
producto de la acumulacién de Mn oxidado en las paredes celulares, y que la
intensidad de los mismos depende de la cantidad de Mn acumulado en las hojas.
Relacionado con lo anterior, la aparicion de los efectos en las tres especies
estudiadas coincidié con el dia en el que las hojas acumularon mas Mn; por lo
cual, la severidad y el tipo de efecto visible que provoca el Mn depende de la
concentracion, del tiempo de exposicion a este metal, y de la especie vegetal.

En lo que respecta a la acumulacion de Mn en tallos y raices, se encontré que
conforme avanzo el tiempo de exposicion, la concentracion de Mn se fue
incrementando en estos tejidos, (Figura 37). Estos resultados coinciden con lo
encontrado en tallos de arroz por Lidon y colaboradores (2004), quienes ademas
mencionan que al incrementar la concentracion de Mn en el medio de crecimiento
de las plantas, éste tiende a acumularse en los tilacoides e interfiere en su
apilamiento y en la eficiencia de la fotoquimica del FSII. Aunque solamente se
cuantificé la concentracion de Mn en hojas, en las tres especies analizadas pudo
darse un comportamiento similar al observado por estos investigadores, ya que la
emision de fluorescencia de la clorofila ¢ mostré que la actividad del FSIl es
modificada por este metal.

Con respecto a los efectos del Cr, en las tres especies se observd que este metal
provoco la disminucién del tamano de las hojas, necrosis, en el caso de M. sativa,
pérdida de turgencia, y finalmente la muerte de las plantas. Estos efectos ya han
sido registrados en otros estudios (Chatterjee y Chatterjee, 2000. Vajpayee, et. al.
2000. Samantary, 2002) y pueden ser atribuidos a dafios en la actividad
fotosintética, (Appenroth, et. al. 2001) y en otras rutas metabdlicas, (Dixit, et. al.
2002), asi como a la generacion de especies reactivas de oxigeno cuando el Cr VI

se oxida a Cr lll, ya que Cervantes y colaboradores (2001) mencionan que estas
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moléculas pueden interaccionar con los fosfatos del ADN, lo cual afecta su
replicacion, transcripcion y traduccion. Con base a lo anterior, es posible que se
inhiba la sintesis de proteinas importantes para el metabolismo y de aquellas
enzimas que participan en la sintesis de hormonas de crecimiento, lo cual puede
explicar la disminucién en el tamafo de la planta. En el caso de los puntos
necroticos, éstos pudieron ser producto del estrés oxidativo, ya que el blanco
principal de las especies reactivas de oxigeno son los fosfolipidos de membrana y
aunado a esto, se ha reportado que este metal afecta la actividad de algunas
enzimas de la maquinaria antioxidativa (Samantary, 2002). Por otro lado, la
pérdida de turgencia de las hojas de M. sativa pudo deberse a que gran parte del
Cr tiende a acumularse en las raices, tal y como se muestra en la figura 38 y
segun lo reportado por Rai, et. al. 2004. Lo anterior pudo afectar y/o alterar la
arquitectura y fisiologia de las raices, disminuyendo de esta forma el transporte de
agua y nutrientes, por lo que este comportamiento se puede asemejar a los
efectos que genera el déficit hidrico (Hare, et. al. 1998), y en relacién a esto, se ha
reportado que el Cr disminuye la transpiracién y el Ww de plantas de calabaza,
(Pandey, et. al. 2003)

Como ya se menciond anteriormente, el Cr tiende a acumularse en las raices, lo
cual ha sido atribuido al complejo que forma el Cr Ill con grupos —COOH, que
impide que este metal se transloque mas alla de este tejido. (Rai, et. al. 2004), por
lo que se supone que esto fue la principal causa por la cual las raices acumulan
mas Cr que los tallos y las hojas.

Por otro lado, estd ampliamente documentado que la sintesis del acido
d-aminolevulinico (ALA) es el primer paso para la biosintesis de grupos tetrapirrol
que conducen a la formacion de grupos hemo, clorofilas, vitamina b, y otros
productos especializados (Matile, et. al. 1999). Sin embargo, se ha sugerido que la
biosintesis de clorofilas también puede ser regulada por la actividad de la acido
d-aminolevulinico deshidratasa (ALAD), (Vajpayee, et. al. 2000). Asi mismo, se ha
observado que los metales pesados afectan la actividad de las enzimas ALA
sintetasa y ALAD, lo que provoca que la sintesis de clorofilas disminuya (Oncel,

et. al. 2000. Pandey, et. al. 2003. Vajpayee, et. al. 2004). Considerando lo anterior,
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la disminucion en la concentracion de clorofilas observada en este estudio, pudo
deberse a que el Cr y el Mn afectan la actividad de las enzimas que participan en
la sintesis de clorofilas.

Se ha reportado que el Mn no afecta la liberacion de oxigeno (Nable, ez. al. 1988.
Kitao, ez. al. 1997), y que el Cr dafia al CEO (Appenroth, et. al. 2001. Mallick, et. al.
2003). En este estudio se corroboraron estas observaciones, aunque seria la
primera vez que se reporta un ciclo de activacion e inactivacion del CEO en
especies que pueden adaptar su FSIl, como V. radiata, al estrés por Mn, asi como
un incremento en la liberacion de oxigeno y en la cantidad de CEO activos por Mn
en P. vulgaris y por Cr en las dos especies de frijol. En el caso del efecto de este
ultimo en V. radiata y P. vulgaris, fue para mantener el incremento del transporte de
electrones que fue registrado en este estudio, aunado a que el aumento de la
actividad del FSI en V. radiata pudo haber contribuido a dicho comportamiento.
Ademas, se puede asegurar que el dafio que provoca el Cr al CEO depende de la
especie y del tiempo de exposicidn a este metal, ya que, a diferencia de otros
estudios, se dio un seguimiento periddico a los efectos del Cr.

Referente a los efectos del Mn en la fotosintesis, esta reportado que afecta la
fotosintesis neta debido a la disminucion de la actividad carboxilasa de la Rubisco
y a la concomitante inhibicién en la regeneracion de RuBP (Nable, er. al. 1988.
Houtz, et. al. 1988. Kepova, et. al. 2004). Sin embargo, hay quien propone que este
no es el efecto principal del Mn, sino que afecta la estructura del cloroplasto y la
anatomia de la planta (Gonzalez, et. al. 1997. Lidon, 2002).

Pese a lo anterior, Lidon y colaboradores (2004) mencionan que la estructura del
cloroplasto no es dafiada, esto de acuerdo a la concentracion de acidos grasos y
fosfolipidos de membrana de cloroplasto que ellos determinaron; ademas,
Kitao, et. al. 1997, menciona que este metal disminuye la captacion de energia de
excitacion, al parametro Qp y la eficiencia cuantica del FSIl (AF/F'm), y que sin
embargo, Fv/Fm no disminuye. Estos cambios en la fluorescencia de la clorofila a
fueron atribuidos al desequilibrio que existe entre la actividad de la fijacion del CO,
y la cantidad de energia luminica que es captada y utilizada en la fotoquimica, lo

cual causa el incremento de QA" y el aumento de los centros de reaccion inactivos,
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que es reflejado en la disminucion de Qp, asi mismo, ellos no descartan la
posibilidad de que el Mn provoque fotoinhibicién, ya que también encontraron que
se incrementa la disipacion de energia en forma de calor.

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan lo encontrado por Kitao, et. al.
1997, ya que la emision de fluorescencia de las especies estudiadas es
modificada por el Mn. Sin embargo, los efectos de este metal dependieron de la
especie, y a diferencia de estos investigadores, en este estudio si se registro la
disminucion de Fv/IFm en P. vulgaris y M. sativa tratadas con 2 mM, lo cual fue
atribuido a la disminucion del transporte de electrones por el decremento de
Log Wo, Log ¢eo y de Qp, (este ultimo solo re registrd en el dia 9 en alfalfa), asi
como en la interaccion de las clorofilas del complejo antena (Log ABS/CS) con los
centros de reacciéon (Log RC/CS), lo cual no habia sido reportado hasta el
momento.

Ademas, se observd que la oxidacion de QA™ debido al transporte de electrones
hacia NADP" (Qp) de V. radiata es mas eficiente a la registrada en M. sativa y
P. vulgaris. Este resultado coincide con lo reportado por Lidon y colaboradores
(2004), quienes también encontraron que el parametro Qnp de plantas de arroz
tratadas con 0.5, 2, 5y 32 mg. L™ de Mn disminuye, y segun ellos, fue porque no
es necesario que disipen energia en forma de calor, ya que la energia luminica
captada por el complejo antena es utilizada en su mayoria en las reacciones
fotoquimicas. Este resultado confirma lo sugerido en este estudio para V. radiata.
De igual forma, se ha reportado que para que Qnp se forme y/o incremente es
necesario que exista un ApH a través de la membrana tilacoidal para que se
pueda llevar a cabo el ciclo de las violaxantinas, (D’Haese, et. al. 2004).
Relacionado a esto, Lidon, et. al. 2004, menciona que la concentracion de
anteraxantinas y zeaxantinas, asi como el parametro qe (relacionado con la
formacién del ApH) disminuye con una concentracion de 8 mg. L™ de Mn.
Considerando estos datos y el hecho de que se aplicaron concentraciones
mayores de Mn (1 y 2 mM), se confirma que la disminucion de Qnp en M. sativa,
fue debido a que en ellas habia un ApH pequefio que impidid que se llevara a

cabo el ciclo de las violaxantinas, esto implica que estas plantas pudieron ser
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propensas al estrés oxidativo, ya que también se encontrd que la actividad del FSI
se incremento, lo que pudo haber favorecido la formacion de especies reactivas de
oxigeno, (Asada, 1999).

Appenroth, et. al. 2001, y Malick, et. al. 2003, reportaron que el Cr hace que Fo y
Qnp se incrementen, mientras que Fm, Qp y Fv/Fm disminuyan, indicando que la
transferencia de electrones es disminuida debido al incremento en los centros de
reaccion inactivos y en la disipacion de energia en forma de calor. Lo observado
en este estudio en Fo, Fm y Fv/Fm coincide a lo reportado por estos autores, por
lo que queda demostrado que el Cr disminuye el transporte de electrones en
M. sativa y P. vulgaris , siendo mas severo en el primer caso; mientras que en
V. radiata se observd todo lo contrario, ya que el transporte de electrones se
incrementd, lo cual no puede considerarse como un efecto benéfico en esta
especie, ya que esta ampliamente documentado que tanto el acarreo electronico
del FSIl y del FSI, en condiciones normales, favorece la formacién de especies
reactivas de oxigeno (Bowler, et. al. 1992), entonces al aumentar su actividad, es
probable que se incremente este fenomeno. Ademas, se ha reportado que este
metal, al desacoplar el transporte de electrones mitocondrial, hace que se
incremente la concentracién de especies reactivas de oxigeno (Dixit, et. al. 2002),
por lo que pudo haberse dado un efecto similar a nivel del cloroplasto.

Con la cinéticas de emision polifasica de fluorescencia, con los parametros
Log Wo, Log ¢eo, DF y sus componentes, se demostr6 que en M. sativa y
P. vulgaris, el Mn si afecta las reacciones fotoquimicas y fototermales, ya que
impide que QA" se oxide y se transporten los electrones hacia QB y PQH. Lo
anterior solo fue observado en los primeros cuatro dias de tratamiento en
V. radiata, ya que a partir del sexto dia, esta especie empieza a adaptar su aparato
fotosintético, tal y como se observo en los parametros Log Wo, Log ¢e, y DF junto
con los componentes de éste, asi como en el ciclo de activacion e inactivacion de
los centros de reaccion y del CEO. Relacionado a esto ultimo, Bueno, et. al. 2004,
y van Heerden, et. al. 2003, reportaron comportamientos similares en plantas de
soya estresadas por congelamiento nocturno, y en la cianobacteria Anabaena

tratada con diferentes concentraciones del pesticida Lindano. Ademas, De Ronde,
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et. al. 2004, menciona que el apagado de centros de reaccidon no necesariamente
es un proceso daifino, sino que es un mecanismo fotoprotector. Considerando lo
anterior, la recuperacién en las proporciones de flujo de energia, la activacion e
inactivaciéon de centros de reaccion y del CEO, puede ser caracteristico en
organismos que pueden adaptar su aparato fotosintético a los efectos de los
diferentes tipos de estrés abidtico.

van Heerden y colaboradores (2003) mencionan que los genotipos de soya
sensibles al congelamiento nocturno tiende a incrementar el tamafo del complejo
antena, y a la vez aumentar la cantidad de centros de reaccion inactivos. En el
presente trabajo se encontr6 un comportamiento similar en M. sativa y en
P. vulgaris, ya que al incrementarse el parametro Log ABS/CS, el parametro
Log RC/CS disminuye, por lo que esto confirma lo propuesto acerca de la
disminucién en la interaccion de las clorofilas del complejo antena con los centros
de reaccion.

A pesar de que se ha reportado que el Cr disminuye el transporte de electrones
por la disminucién de Log ¢eo, en las reacciones fotoquimicas (Log ¢pro/(1-dpo)), €N
las reacciones fototermales (Log Wo/(1-Wo)), y por la inhibicion del CEO
([1-(Vk/V )1l [1-(Vk/V)]lcontroll), (Appenroth, et. al. 2001. Malick, et. al. 2003). Salvo
en M. sativa, que fue la mas sensible a este metal, en las dos especies de frijol no
se encontraron efectos considerables en estos parametros, e inclusive se observo
que el comportamiento del FSIl, monitoreado con el parametro DF, se mantiene
por encima del control, sin embargo, se insiste que este comportamiento es dafino
a estas plantas, lo cual queda constatado en los efectos visibles observados.

Por otro lado, la mayoria de las plantas para aminorar los efectos del estrés
abidtico, pueden sintetizar fitoquelatinas; empaquetar en la vacuola, aparato de
golgi y en reticulo endoplasmico distintos iones, y acumular solutos compatibles,
entre otros mecanismos de detoxificacion (Hirschi, et. al. 2000. Wu, et. al. 2002.
Hall, 2002). En el caso de los osmolitos, estd ampliamente documentado que la
acumulacion de prolina es una respuesta caracteristica, sin embargo, aun existen
disputas acerca del papel fisiolégico que desempefia, comparado con otros

solutos que se sabe que pueden servir como osmorreguladores y/o
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osmoprotectores (Alia y Pardha, 1993. Hare, et. al. 1999. Hoekstra, et. al. 2001.
Allakhverdiev, et. al. 2003)

Recientemente, se ha sugerido que una planta en estrés que acumula mas prolina
que en condiciones normales, no necesariamente puede considerarse como
tolerante a un determinado tipo de estrés, ya que lo ideal es que exista un ciclo de
oxidacion y sintesis de este aminoacido, lo cual puede evitar el desequilibrio redox
en las membranas al disminuir el consumo de NADPH y de esta forma disminuir la
probabilidad de estrés oxidativo, (Hare, et. al. 1998). En relacién a lo anterior, de
Ronde y colaboradores (2004) reportaron que plantas que sobreexpresan la
actividad de la A1- pirrolin-5- carboxilato sintetasa, después de someterlas a estrés
térmico y por sequia disminuyen la concentracion de prolina acumulada durante el
estrés, lo que indica que la prolina es oxidada, y a la vez puede servir como
donador alternativo de electrones en el FSII, ya que estos tipos de estrés dafnan al
CEO.

En el presente estudio, se observd que durante todo el tratamiento con Cr se
estimula la acumulacién de prolina en las tres especies, mientras que con Mn, este
comportamiento solo se observé en M. sativa y V. radiata, ya que en P. vulgaris no
hay una clara tendencia a incrementarla. Los resultados obtenidos de los
tratamientos con Cr y de M. sativa con Mn, coinciden con lo reportado en previos
estudios, (Sharma, et. al. 1998. Mohan y Hoseti, 1997. Chen, et. al. 2004). Sin
embargo, en V. radiata tratada con Mn, se observdé que conforme avanzaba el
tiempo de exposicidon, la concentracion de prolina en hoja fue disminuyendo, al
grado de que en el sexto dia no hubo diferencias significativas con respecto al
control (Figura 29). Lo registrado en M. sativa y V. radiata con Mn, hace sugerir que
en el primer caso la actividad de la prolina deshidrogenasa (PDH) y la
permeabilidad de la membrana son afectadas por este metal, (Chakravarty y
Srivastava, 1997), mientras que en V. radiata , cabria la posibilidad de que la
disminucidn de prolina sea un mecanismo adaptativo al estrés por Mn, ya que este
efecto coincide con el dia en el que el aparato fotosintético empieza a adaptarse a

este tipo de estrés. En lo que respecta al efecto del Cr en los niveles de este
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osmolito puede ser una respuesta al desequilibrio osmotico, ya que anteriormente
se discutié que este metal puede provocar déficit hidrico.

Por otro lado, se ha reportado que algunos metales pesados, como el Cd y Pb, e
inclusive el Cr, disminuyen la concentracion de proteina soluble, (Mohan y Hoseti,
1997. Sinha, et. al. 2004). Sin embargo, en este estudio se encontré que tanto en
el tratamiento con Cr y Mn, los niveles de proteina se incrementan en las tres
especies, lo cual ya ha sido reportado por Chakravarty y Srivastava (1997).
Relacionado a este efecto, se ha observado que las plantas que estan sometidas
a distintos tipos de estrés abidtico, tienden a acumular proteinas, y se ha sugerido
que son una fuente de nitrégeno cuando entran en una fase de recuperacion,
pero también pueden desempefiar algun papel en el ajuste osmaotico, (Ashraf y
Harris 2004). Considerando lo anterior, la probable funcion que tendria la
acumulacion de proteina soluble, es la de ajustar el desequilibrio osmético, y servir
como fuente de nitrégeno.

A pesar de que el estrés por salinidad, sequia, altas temperaturas, entre otros,
provoca la acumulacién de azucares solubles y aminoacidos libres totales,
(Irigoyen, et. al. 1997. Djilianov, et. al. 1997), en el caso de los metales pesados, se
ha observado que disminuye la concentracion de azucares solubles, ya que los
metales pueden afectar la oxidacion de los mismos, o alterar la fijacién del CO,,
(Mohan y Hosetti, 1997). Este efecto también fue registrado en el presente estudio
en las tres especies tratadas con Mn, por lo que es probable que la disminucidn en
la concentracion de azucares se deba al decremento en la fijacion de CO,, puesto
que recientemente se reportdé que el Mn afecta la actividad carboxilasa de la
Rubisco y de la Rubisco activasa, (Kepova, et. al. 2004).

A diferencia de lo observado en los tratamientos con Mn, en las tres especies
tratadas con Cr hay una tendencia a acumular aminodacidos libres en cualquiera de
los tejidos vegetales (hoja, tallo y raiz), lo cual concuerda a lo observado en
plantas sometidas a sequia y salinidad, (Hare, et. al. 1998. Ashraf y Harris, 2004).
Sin embargo, solo en P. vulgaris y M. sativa tratadas con Cr, se registré el aumento
de aminoéacidos libres totales. Acorde a lo anterior, la acumulacion de estos

solutos pudo ser una respuesta para el ajuste osmoético. Asi mismo, solo en
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P. vulgaris se registro el incremento de azucares en hoja, mientras que en M. sativa
solo se observo en la raiz y en la hoja. Resultados similares a los de P. vulgaris
fueron reportados por Alaoui, er. al. 2004, y ellos atribuyen este efecto a la
disminucién en la fotosintesis y en el transporte de azucares via floema hacia los
tallos y raices, por lo que no se descarta que este efecto haya pasado en las tres

especies estudiadas.
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7.- Conclusiones.

Los resultados obtenidos y el analisis de los mismos permitieron llegar a las

siguientes conclusiones:

Los efectos del Mn y del Cr dependen de la concentracién, del tiempo de
exposicion y de la especie vegetal.

El grado de tolerancia y/o  adaptacion al estrés por Mn fue:
V. radiata> P. vulgaris> M. sativa.

El Mn en especies sensibles provoca un incremento en el contenido de QA’,
disminucién en la interaccion de las clorofilas del complejo antena y los
centros de reaccion; en una exposicion prolongada inhibe el CEO, y todos

estos efectos conllevan a la disminucién del transporte de electrones.

Debido a que M. sativa no incrementd considerablemente la disipacion de

energia en forma de calor, esta especie puede ser propensa a dafios por estrés

oxidativo, por lo que en futuros estudios cabria la posibilidad de analizar la

actividad de las enzimas de la maquinaria antioxidativa.

V. radiata para hacer frente al estrés por Mn disminuyé el tamafo del
complejo antena; activo e inactivé durante todo el tiempo de tratamiento sus
CR y el CEO, lo cual permitid aprovechar al maximo la energia luminica y
de esta forma evitar un increment6 en la disipacion de energia en forma de
calor que se hubiese traducido en una disminucion en el transporte de
electrones.

El Cr estimul6 el transporte de electrones en las dos especies de frijol, lo
cual pudo favorecer la generacion de especies reactivas de oxigeno y
desencadenar el estrés oxidativo.

La sensibiidad de las especies estudiadas al Cr fue:
V. radiata> P. vulgaris> M. sativa.

Solo en V. radiata tratada con Mn, se observo la oxidacion y re-sintesis de
prolina que pudo evitar el desequilibrio redox en el cloroplasto y ayudar de
esta forma a adaptar el FSII al estrés por Mn.

En las tres especies tratadas con Cr se registré el incremento de prolina,

sugiriendo un papel osmoregulador de este soluto compatible.
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8.- Perspectivas.

e Cuantificar los niveles de depoxidacion de las violaxantinas, asi como,
determinar el ApH, para poder determinar cual fue la causa principal por la
que Qnpdisminuye en especies sensibles a Mn.

» Hacer estudios de porometria (transpiracion, WYw, conductancia estomatica)
para determinar si los efectos que provoco el Cr fue debido a un déficit
hidrico que propicio un ambiente desfavorable para todos los complejos
proteicos, incluido el FSII.

* Analizar la actividad de las enzimas de la maquinaria antioxidativa para
comprobar que las plantas de M. sativa tratadas con Mn y las dos especies
de frijol tratadas con Cr estuvieron bajo estrés oxidativo.

 Exponer las plantas de V. radiata a un tiempo prolongado a altas
concentraciones de Mn, y extrapolar el experimento a nivel invernadero,
para comprobar que esta especie es tolerante al estrés por Mn, y si este
fuera el caso, hacer estudios moleculares para identificar los posibles genes
que estén involucrados en la tolerancia y/o resistencia a la toxicidad por Mn,

para modificar genéticamente plantas de interés comercial.
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Abreviaturas.

CEO: Complejo Emisor de Oxigeno.

Cl a: Clorofila a.

Cl b: Clorofila 5.

Car. Carotenoides.

CT. Clorofila Total

a/b: Clorofila a/ Clorofila b.

ApH: Gradiente de pH.

ATP: Adenosin Trifosfato.

NADP™: Nicotin adenin dinucleétido fosfato oxidado.
NADPH: Nicotin adenin dinucledtido reducido.
QA: Quinona A oxidada.

QA": Quinona A reducida.

QB: Quinona B.

PQH": Plastoquinona oxidada.

PQH>: Plastoquinona reducida.

Rubisco: Ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa-oxidasa.
RuBP: Ribulosa 1,5 bisfosfato.

FSI: Fotosistema I.

FSIl: Fotosistema Il.

DCPIP: 2,6-Diclorofenol indofenol.

MV: Metil viologeno.

DCMU: (3,4-diclorofenil)-1,1 dimetilurea.

Qp: Actividad fotoquimica.

Qnp: Actividad no fotoquimica..

Fo: Fluorescencia minima.

Fm: Fluorescencia maxima.

Fv: Fluorescencia variable.

Fv/Fm: Eficiencia de la fotoquimica primaria.

RC: Centro de Reaccion.

ABS/CS: Tamafio del complejo antena.

TRo/CS: Captura de excitones.

ETo/CS: Transporte de electrones.

Dlo/CS: Disipacion de energia en forma de calor.
Wo: Eficiencia con la que un exciton puede mover un electrén mas haya de QA-.
deo: Eficiencia del transporte de electrones.

WYw: Potencial hidrico.

¢po: Eficiencia de las reacciones luminicas.

DF: Fuerzas totales de conduccion.
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