UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

C—

1}

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

Efecto del estrés luminico e hidrico en la actividad fotosintética de

plantulas de Quercus crassipes.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

AMED ACOSTA GONZALEZ

DIRECTORA DE TESIS:

DRA. MARTHA OFELIA SALCEDO ALVAREZ

UNIDAD DE MORFOLOGIA Y FUNCION

LABORATORIO DE BIOQUIMICA

700000 LOSREYES IZTACALA , ESTADO DE MEXICO, 2018.



Margarita
Texto escrito a máquina
LOS REYES IZTACALA

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Contenido

T (oo 11 o o1 o] o SRR 1
N ] (=T [T | (PR 3

i) FOtOSINtESIS Y rESPIFACION ....coiiiiiiiiie et 2

i) Mecanismos de toleranCia ............oooiiiiiii i 3

iii) Efectos generales del estrés luminico e hidrico y sus interacciones............... 4

iv) Efectos del estrés luminico e hidrico sobre la fotosintesis y respiracion ....... 4

v) Efectos del estrés luminico e hidrico sobre los eventos fotoquimicos de la

FOIOSINTESIS ... 5

vi) La fluorescencia de la clorofila a en el estudio de la fotosintesis .................... 5

Vii) MOAEIO DIOIOGICO. ... e 12
ODJELIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e — e e e e e e e e e e e naaraareaaaaeeaaaans 13
ODbJetiVO GENEIAL ... e e e e e e e e 13
ODbjetivos PartiCUIares ............ooooiiiiiiiiieeee e 13
Materiales Yy MELOUOS ......cccoeii i 14
Protocolo eXperimental ....... ... 14
Emision de la fluorescencia de la clorofila @ ..., 14
Rendimiento CUANTICO. ......o.uiiiiiiiieie e 14
Concentracion de ClOrofilas ... 15
Tratamiento eStadiStiCO .......ooi i 18

Resultados Y @NAlISIS ..........uueiiiiiiiee e e 19



Rendimiento CUANTICO MAXIMO ....oeniieeeeeee e 19

Rendimiento cuantico de transporte de electrones ............ccccoveeeeee e 22
indice de fUNCIONAMIENTO .........c.cuiuieeeeeeeeeeeeeeeee e et eeeeeeeeeas 25
Parametro de Genty 0 @OPSII.........o e 28
Valores de transporte electrOniCO ..........oooviii i 29
Concentracion de ClOrofilas.............oi i 30

(O70] o [od (U1 o] =T S PSSP UP PP PUPRPPIN 32
(1] o] [oTe] =) i - IR EP PRSP 35
2 0 1= o o T >R 41

Solucion nutritiva Hoagland..............cuuiiiiiiii e 41



indice de Figuras

Figura 1. Fendmeno de absorcion y disipacion de energia luminica por parte de la
clorofila a en los estados excitados STy S2.......oeiiiiiiiiiii e
Figura 2. Efecto del estado de los centros de reaccion sobre la intensidad de la
sefal de fluorescencia de la clorofila a. ...
Figura 3. Efecto Kautsky de la emision de fluorescencia de la clorofila a.............cccceeeennee.
Figura 4. Modelo de flujos energéticos en un sistema fotosintético de organismos
T8 [or=T o] 1 (= JR PRSPPI
Figura 5. Protocolo para el analisis del decaimiento de la fluorescencia de la

clorofila a mediante pulsos de luz modulada. ........................c

indice de Tablas

Tabla 1. Definicién de los parametros utilizados en el analisis JIP de la cinética

polifasica de la fluorescencia de la clorofila a............ccccceeiiiiiiiiiiiiiiii



Abreviaturas

PSII

PSI

CLO
RC
QA
QB
ABS
TR

ET

ETR
NAD(H)
NADP(H)
JIP
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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de estrés luminico e hidrico en la
actividad fotosintética de plantas de Quercus crassipes, a través del analisis de la emisién
de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il del aparato fotosintético de plantas, el
cual hace posible caracterizar los efectos y modos de accion de diferentes tipos de estrés
ambiental. La mayoria de las plantas reciben mas luz solar de la que pueden usar para la
fotosintesis, si el exceso de energia luminica que ha sido absorbido por el aparato
fotosintético no puede ser disipado rapidamente, puede reducir la eficiencia fotosintética,
dar lugar a la fotoinhibicion y a dafio fotooxidativo del centro de reaccidén y por tanto
afectar drasticamente el desarrollo de estas. Es importante el estudio del estrés luminico e
hidrico al que estan sometidos los arboles del género Quercus en las zonas de

reforestacion.

En el presente trabajo se caracterizd el impacto que tienen dos intensidades de luz y
humedad aprovechable y sus interacciones sobre la actividad fotoquimica de plantas de
Quercus crassipes. Se obtuvieron plantas de 6 meses de edad de Quercus crassipes bajo
condiciones controladas de temperatura y luz; se mantuvieron en macetas que contenian
una mezcla de agrolita, peat moss y tierra negra (1:1:2 viviv) en condiciones de
invernadero y 80% de humedad aprovechable en el suelo (Aguilera, 1996) regadas con

agua destilada y con solucion Hogland por un mes hasta el inicio de los tratamientos.

Cuatro grupos de catorce plantas fueron sometidas a dos condiciones de luz y humedad
de suelo. El control (RI) consistira de riego a 80% de humedad aprovechable (HA) y luz en
condiciones de invernadero (aproximadamente 40% de luz solar). El grupo Sl se tuvo a
una condicion de 30% de HA, en condiciones de invernadero. El grupo RE consistié de
condiciones naturales de luz solar y riego a 80% de HA, ademas la combinacion de los
efectos se evalué a 30% de HA y condiciones naturales de luz solar resultando el grupo
SE; las variables utilizadas en este estudio 80% de HA, 30% de HA, luz solar y luz en
invernadero dieron lugar a las literales R, S, E, |, respectivamente.

Los parametros medidos indican que intensidades altas de irradiacion solar tiene un

impacto negativo sobre la fotoquimica primaria, el rendimiento cuantico maximo, el



rendimiento cuantico de trasporte de electrones, el indice de funcionamiento, el parametro

de Genty y el ETR mostraron gran sensibilidad ante la alta irradiaciéon solar.

Se demostr6 que las condiciones de humedad aprovechable que se presentaron no
tuvieron efecto sobre el comportamiento de la fotoquimica primaria, la interaccién de estas

con la alta irradiacion solar no tuvo efecto alguno sobre los parametros medidos.



Introduccioén

Los arboles del género Quercus, en zonas de reforestacion, presentan problemas en
comdn en diferentes zonas del mundo (Fuchs et al., 2000). Estos programas de
reforestacion son exitosos de acuerdo al numero de plantulas que sobreviven y que se
convierten en arboles maduros (Ward et al, 2000). La etapa de plantula en la regeneracion
de comunidades arbdreas, bajo condiciones naturales, es una etapa critica del desarrollo
de ésta, y el riesgo de enfrentar diferentes tipos de estrés bidticos y abidtcos es alto en
esta etapa (Leiva and Fernandez-Alés, 1998). En muchos ecosistemas, la exposicion a
sequia, alta irradiacion solar y altas o bajas temperaturas, influencian la ecofisiologia de
las plantas y limitan su produccién, cuando ocurre o se prolonga alguno de estos efectos,
la capacidad para evadir o reparar los efectos del dano determinan la supervivencia de

una especie (Filella et al., 1998).

Las plantas son capaces de adaptar su fotosintesis a las condiciones ambientales que
prevalecen, dentro de un cierto rango (Gratani et al., 2000). En condiciones naturales, la
mayoria de las plantas reciben mas luz solar de la que pueden usar para la fotosintesis. Si
el exceso de energia luminica que ha sido absorbido por el aparato fotosintético no puede
ser disipado rapidamente, puede reducir la eficiencia fotosintética y dar lugar a la

fotoinhibicion y a dano fotooxidativo del centro de reaccion (Takahashi y Murata, 2008).

La mayor parte de los efectos causados por exceso de luz parecen estar localizados en el
fotosistema |l (Taiz y Zeiger, 2003). Sin embargo, el fotosistema Il tiene una maquinaria de
reparacion eficiente y dinamica. La fotoinhibicién es el resultado del balance entre la tasa
de fotodafo al fotosistema Il y la tasa de reparacion (Aro et al., 2005). La velocidad de
reparacion esta estrictamente regulada de acuerdo al estado energético en el cloroplasto
(Tikkanen et al., 2013).

En contraste con el fotosistema II, el fotosistema | rara vez es dafiado, sin embargo,
cuando el dafo ocurre es practicamente irreversible; mientras que el dano al fotosistema |l
es linealmente dependiente de la intensidad de luz, el fotosistema | se ve dafiado solo
cuando el flujo de electrones del fotosistema Il excede la capacidad de los aceptores de

electrones del fotosistema | para acoplarse con los electrones (Tikkanen et al., 2013). En



esta situacion la proteina D1 protege el resto del fotosistema Il contra el dafio oxidativo en

condiciones de exceso luminico al mantenerse en un estado “apagado” (Aro et al., 1993).

El ciclo de las xantofilas, que comprende los carotenoides violaxantina, anteraxantina y
zeaxantina, esta involucrado en la disipacion del exceso de energia luminica en la hoja. En
alta intensidad luminica la violaxantina es convertida a anteraxantina y finalmente a
zeaxantina, la cual es la mas eficiente en la disipacion de calor. Los niveles de
anteraxantina se mantienen constantes a lo largo del dia, mientras que el contenido de
zeaxantina aumenta a altas concentraciones de luz y disminuye en bajas. En las hojas que
crecen bajo alta luz solar la concentracion de zeaxantina y anteraxantina puede llegar a un
60% del total del pool del ciclo de las xantofilas, cuando las condiciones de irradiacion son
las maximas. Parte del exceso de energia absorbida por las membranas del tilacoide
puede ser disipada como calor, previniendo un dano a la maquinaria fotosintética del

cloroplasto (Taiz y Zeiger, 2003).

El potencial para un desequilibrio entre los procesos fotoquimicos, el transporte electronico
y el metabolismo, aumenta en condiciones de alta intensidad luminica y bajo la
combinacion de otros tipos de estrés (Huner et al., 1998 and Barber et al., 1992). El estrés
hidrico aumenta los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno, lo cual inhibe
la reparacion del fotosistema Il, siendo éste el principal factor que da lugar a la
fotoinhibicion (Takahashi y Murata, 2008). A medida que el estrés hidrico aumenta, la
capacidad fotosintética del cloroplasto para utilizar la luz que esta siendo absorbida
disminuye, y la reducida conductancia estomatal decrementa la capacidad para disipar la
energia absorbida como calor latente y a asimilacion de CO, (Salisburry, 1992). El estrés
hidrico tiene efecto sobre la biomasa y rendimiento total de la planta, ademas de reducir el

crecimiento del tallo (Turner, 1997).

Es importante el estudio del estrés luminico e hidrico al que estan sometidos los arboles
del género Quercus en las zonas de reforestacion, ya que éstos forman comunidades
vegetales muy caracteristicas de las zonas montafiosas de Meéxico y, junto con los
pinares, los encinos constituyen la mayor cubierta vegetal de areas de clima templado y

semihumedo (Rzedowski, 1981).



Antecedentes
1) Fotosintesis y respiracion

Los procesos de respiracion y fotosintesis son primordiales para la regulacion energética
en organismos fotoautétrofos, y en las plantas se encuentran compartimentalizados en los
organelos celulares: mitocondrias y cloroplastos, respectivamente. En los tejidos
fotosintéticos estos procesos mantienen una estrecha relacion para balancear los
equivalentes reductores y la carga energética de la célula durante la asimilacion de

carbono y amonio (Raghavendra & Padmasree, 2003).

El atrapamiento eficiente de la energia luminica por medio de los sistemas fotosintéticos
es critico para el éxito de la fotosintesis (H. van Amerongen et al., 2000). Esta comienza
con la absorcion de luz por las moléculas de la clorofila (Admas et al., 1990); consiste
principalmente de dos juegos de reacciones, una en la que la energia electromagnética es
absorbida por los pigmentos y convertida en energia quimica en forma de ATP y NADPH,;
y las reacciones de fijacién de carbono, donde se utilizan el ATP y NADPH para producir
carbohidratos a partir de la fijacién del CO, atmosférico. Debido a que las reacciones de
luz y la de CO2 exhiben diferente sensibilidad a los factores ambientales como la luz y la
disponibilidad de agua, la produccion de ATP y NADPH por las reacciones luminosas y el
consumo de estos metabolitos por las reacciones del carbono no siempre coinciden
(Ogren et al., 1984; Huner et al., 1996; Ensminger et al., 2006).

2) Mecanismos de tolerancia

Los arboles del género Quercus, en zonas de reforestacién, usualmente estan sometidos
a estrés hidrico y a niveles de alta intensidad luminica. Las plantas han evolucionado con
mecanismos para soportar los efectos de cada uno de estos tipos de estrés y la
combinacion de ellos. Se ha observado que dentro de estos mecanismos se encuentra
una fina y sincronizada regulacién estomatica, asi como mayor inversién energética en la
biomasa de raiz para mejorar el balance hidrico y la eficiencia fotosintética del uso del
agua (Brodribb et al., 2009; Markesteijn y Porter 2009; Flexas et al., 2012).
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Debido a que es crucial mantener el estado redox en la célula, las plantas bajo niveles de
alta intensidad luminica que crecen en estrés hidrico, alcanzan una mayor eficiencia
fotoquimica y un potencial de excitacion del PSIl mas bajo que aquellas que se desarrollan
en sombra (Ensminger et al., 2000; Obata and Fernie, 2012). Minagawa en 2011 demostro
que se dan cambios estructurales a nivel del PSII, del LHCIl y una organizacién superior

en las membranas tilacoidales.

La division eficiente de energia luminica es alcanzada al incrementar la inversion en
nitrogeno para los componentes de la cadena transportadora de electrones y la Rubisco
(Niinemets, 2007), asi como en un mayor tamafio del pool de xantofilas y capacidad de
depoxidaciéon (Demmig-Adams y Adams, 1992; Garcia-Plazaola et al., 2012) y a través de
la disipacion por calor, que puede ser moniteroeada como decaimiento no fotoquimico, o
NPQ, el cual es un mecanismo foto-protectivo del PSII (Briantais et al., 1979; Demmig &
Bjorkman, 1987). Adicionalmente, la fotorrespiracion es un regulador seguro que consume
oportunamente mas electrones cuando los estomas estan cerrados bajo estrés hidrico y
de alta intensidad luminica, previniendo dafio oxidativo (Voss et al., 2013). Sin embargo,
un incremento en la fotorrespiracion implica la disminucién en la eficiencia de asimilacion
del carbono, en la eficiencia de la sintesis de biomasa, o que da como resultado una baja
en la productividad de la planta (Zelitch, 1973; Aliyev, 2012; Weber and Bauwe, 2013).

Otro mecanismo efectivo utilizado por las plantas para regular la absorcion de luz, consiste
en el ajuste de la concentracion de pigmentos de clorofila en la hoja. La relacion entre el
contenido de clorofila y la absorcion de energia es no-linear porque el incremento en la
absorcién de luz por unidad de clorofila disminuye cuando el contenido de clorofila es alto
(Gitelson et al., 1998).

3) Efectos generales del estrés luminico e hidrico y sus interacciones

El estrés hidrico causa alteraciones en varias caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y
morfolégicas en las plantas (Trewavas et al., 1991; Auirrezabal et al., 2006). El estrés
tipicamente resulta en el desarrollo de una reducida area foliar, en un bajo crecimiento del
tallo e incremento en el crecimiento de la raiz. Entre los cambios fisiolégicos y bioquimicos

se ha obsevado pérdida de la turgencia, modificaciones en la membrana citoplasmatica a
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nivel de lipidos, sintesis de solutos osmoprotectores e inhibicion de la fotosintesis
(Daugherty et al., 1994; Chaves et al., 2006; Zhang et al., 2013).

En deficiencia de agua se presenta un problema de déficit hidrico fisiolégico, que enmarca
la afectacion al crecimiento por la disminucion de la conductancia estomatica (Chaves et
al., 2009). Flexas et al. (2004) sefalan que esta disminucion en el crecimiento se debe
mas bien a una difusion deficiente de CO, hacia las células del mesdfilo, mas que a la
capacidad bioquimica de asimilacion. A medida que el estrés hidrico se vuelve mas
severo, el mayor impacto se debe al dafio en los fotosistemas causados por el exceso de
luz o por el deterioro de la fosforilacion, por la actividad de la Rubisco, y la regeneracion
de ribulosa-bifosfato (Parry et al., 2002; Bota et al., 2013; Xu et al., 2013).

4) Efectos del estrés luminico e hidrico sobre la fotosintesis y respiracion

En 1997 Giardi et al. demostraron que cuando existe un estrés hidrico moderado en las
hojas, la fotosintesis disminuye a consecuencia del cierre estomatico, pero sin ninguna
baja significativa en el rendimiento cuantico ni en la capacidad maxima del mesofilo.
Cuando la sequia es prolongada y la deshidratacion celular es marcada, o cuando hay
interacciones con otros tipos de estrés, la transferencia de electrones y la fijacion de CO»
se ven afectadas, por lo tanto el aparato fotosintético parece ser relativamente resistente a
deshidratacion, sin embargo, el estrés hidrico predispone a las membranas fotosintéticas a
la fotoinhibicion (Giardi et al., 1996).

Bajo la combinacién del estrés luminico por alta intensidad luminica y de estrés hidrico por
falta de agua, las hojas acumulan especies reactivas de oxigeno o ROS (Paul & Foyer,
2001; Flexas & Medrano, 2002). En 2012 Li & Ma observaron en hojas de manzana que
cuando las ROS no pueden ser controladas por los sistemas antioxidantes ocurre un dafo

foto-oxidativo.

5) Efectos del estrés luminico e hidrico sobre los eventos fotoquimicos de la fotosintesis

Los niveles altos de irradiacion, en plantas, favorecen la formacion de intermediarios redox

altamente reactivos y fotoinhibicion del PSII, éste dafio se le asocia comunmente a la
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formacion del oxigeno singulete 'O, en el centro de reaccién del PSII (Barber & Anderson,
1992; Hideg et al., 1998)

Un desbalance entre la fijacion de CO; respecto a la absorcidon de luz por los complejos
fotosintéticos conducen a modificaciones subsecuentes en éstos (Dajic, 2006). De tal
manera que para mantener un flujo electrénico estable a nivel de los sistemas colectores
de luz, la disipacion de una fraccion de esa energia en forma de calor es un proceso muy

importante para impedir el fotodano (Perales, 2001).

6) La fluorescencia de la clorofila a en el estudio de la fotosintesis

La medicion de la emision de fluorescencia de la clorofila a se ha convertido en una
herramienta (til para analizar parametros de eficiencia fotoquimica de organismos
fotosintéticos oxigénicos El analisis de la emision de fluorescencia de la clorofila a del
fotosistema |l del aparato fotosintético en plantas, hace posible caracterizar los efectos y

modos de accion de diferentes tipos de estrés ambiental (Gonzalez et al., 2008).

La fluorescencia de la clorofila a es un proceso que H. Kautsky y A. Hirsch relacionaron
con la fotosintesis en 1931. Estudios posteriores demostraron que este fenémeno es
capaz de brindar una gran cantidad de informacién acerca de la estructura y funcion del
aparato fotosintético, especificamente del fotosistema Il (PSll) y del proceso de transporte
de electrones a lo largo de la cadena embebida en las membranas tilacoidales; ademas, la
fluorescencia de la clorofila a es una prueba no invasiva, rapida y altamente sensible
(Govindjee, 1995). El fotosistema | (PSI) tiene una contribucién minima de emisién de
fluorescencia frente al total registrado a temperatura ambiente, por lo que la mayoria de
los protocolos utilizados para medir la fluorescencia de la clorofila a lo consideran
despreciable (Pfindel et al., 2013).

La fotosintesis genera una sefal 6ptica que en adicion a la radiacion fotosintéticamente
actva, es sensible también a la eficiencia del uso de la luz, esta sefal es la fluorescencia
de la clorofila a, la fluorescencia son fotones de luz roja y rojo-lejano que son emitidos por
los pigmentos de la clorofila a, nanosegundos después de la absorcion de luz (Porcar-
Castell et al., 2014). El proceso fisico de la fluorescencia es resultado de la energizacién a
partir de la absorcion de la energia luminica. Dicho proceso consiste en la emisién de

energia electromagnética (fotones) desde un estado excitado S1 hasta un estado basal SO
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de la molécula (Figura 1). Ademas, dicha emision tiene una longitud de onda mayor (685
nm) que aquella que excita a la molécula de clorofila, por lo que puede ser discriminada y

medida con relativa facilidad.

Dentro de los complejos proteicos tilacoidales, las moléculas de clorofila, luego de ser
excitadas, se pueden relajar mediante tres procesos: 1) Liberacion de calor, 2) emisién de
fluorescencia y 3) transferencia de energia por resonancia inductiva (transferencia de
excitones) o separacién de cargas, es decir, la utilizacion fotoquimica de la energia (Figura
1). Estos procesos compiten entre si a través de sus constantes de velocidad y ambiente
redox, lo que significa que se modifican proporcionalmente de acuerdo a la forma en que
es utilizada la energia. Estudios mas finos han indicado que el porcentaje de energia que
se libera como fluorescencia se encuentra entre el 0.5 al 7 % de la energia absorbida,
dependiendo si predomina la separacidon de cargas o la liberacion como calor
respectivamente. En otras palabras, la utilizacion fotoquimica de la energia resulta

inversamente proporcional a los otros dos procesos.

Absorcién de energia luminica Disipacion de energia

S4 € Estado excitado S2

©

8 Calor

2

Q _ H .
o e~ Estado excitado S1 ” .g Fotoquimica
o [

8 N 8

B Ne/l /s

o x "SH\S

o * Espectro de = O

[ Absorcion /\J -

[o]

=

z Ep—

£
g
£
w
o

500 550 60 60 700 e~ Estado basal SO

Longitud de onda

Figura 1. Fendmeno de absorcién de energia luminica por parte de la clorofila
a y rutas de disipacidon energética a partir de los estados excitados S1y S2 de
un electrén posterior a la absorcion de luz por parte de la molécula de clorofila

a.

En el ambito metodoldgico se han desarrollado dos técnicas para estudiar la cinética de

emision de fluorescencia que arroja informacion del fendmeno fotosintético. La primera,
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conocida como fluorescencia lenta o modulada, se basa en la aplicacion de pulsos de luz
en muestras con una condicion de luz actinica dada y permite el estudio de la utilizacion
energética, especialmente para estudios acerca del decaimiento fotoquimico y no
fotoquimico. La segunda, técnica llamada fluorescencia rapida o polifasica, consiste en la
aplicaciéon de un pulso unico de luz saturante en muestras preacondicionadas a la
obscuridad, que permite estudiar los flujos energéticos desde el arranque del transporte

electronico fotosintético y hasta un segundo después.

6.1) La prueba JIP

Al observar un trazo de fluorescencia es esencial tener presente dos cosas: primero, que
la sefal de fluorescencia proviene unicamente de la clorofila a, y segundo, que el nivel del
registro de la sefal indica el estado en que se encuentran los centros de reaccion. Cuando
se habla de un centro de reaccién abierto, significa que éste es capaz de aceptar energia
para realizar la separacion de cargas, mientras que un centro de reaccién cerrado es
aquel que ha absorbido energia y no puede aceptar mas hasta que recupere su electréon
por la oxidacion del agua o regrese a su estado basal (Figura 2). Con lo anterior se puede
afirmar que si a una muestra fotosintética adaptada a la obscuridad se le aplica un pulso

de luz intenso pero breve, se inducira el cierre momentaneo de los centros de reaccion.

Sistemaantena con un centro de reaccién abierto Sistemaantena con un centro de reaccién cerrado

Fluorescencia (Fo) Fluorescencia (Fm)

Figura 2. Efecto del estado de los centros de reaccion sobre la intensidad de
la sefial de fluorescencia de la clorofila a. Se representa el sistema de antenas
del aparato fotosintético como cilindros color gris que presentan el fendmeno
de transferencia por resonancia inductiva de excitones durante la absorcion de

luz. El centro de reaccidn se representa al centro de la imagen como un cilindro



obscuro cuando esta abierto, y como un cilindro gris claro y elevado respecto
del plano de las antenas, cuando esta cerrado y no puede absorber mas
excitones. Fo: fluorescencia minima, Fm: fluorescencia maxima (Govindjee,
2010).

Cuando una muestra fotosintética acondicionada a la obscuridad se irradia con una luz
intensa, se observa un incremento instantaneo en la emision de fluorescencia de la
clorofila a, que comienza a disminuir luego de algunos segundos (Figura 3A). Con una
mayor resolucion de tiempo, durante dicho incremento se revelan cuatro inflexiones que se
presentan en intervalos de tiempo caracteristicos (Figura 3B): la primera llamada O, es la
sefal de fluorescencia minima al inicio del registro (50 us) e indica que todos los centros
de reaccion se encuentran abiertos; la segunda, llamada J (2 ms), esta relacionada a la
reduccion momentanea de la poza de quinonas A (QA); la tercera, llamada | (20 ms), se
relaciona a la reduccidn momentanea de la poza de QA y quinonas B (QB); y la cuarta,
llamada P (aproximadamente a los 300 ms), es el punto maximo de fluorescencia, cuando
todos los componentes de la cadena, y por lo tanto los centros de reaccion, se encuentran

reducidos (Figura 3C).
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Figura 3. Efecto Kautsky de la emision de fluorescencia de la clorofila a. A)
Incremento en la emision de fluorescencia cuando una muestra acondicionada
a la obscuridad se irradia con luz actinica intensa. B) Ampliacion del incremento
instantaneo de la emisién de fluorescencia durante los primeros 0.2 s. C)
Registro de la emision de fluorescencia graficado en tiempo logaritmico. En
cada grafica se indica el nombre de la inflexidn observada con una mayor
resolucidén de tiempo durante el registro. Las unidades de fluorescencia son

relativas al valor de Fo.

A partir de relaciones matematicas, se ha desarrollado un modelo de flujos de energia en
biomembranas que relaciona diversos parametros de la cinética polifasica. Este considera
que la energia que llega a las antenas es absorbida (ABS), luego atrapada por los centros
de reaccién (TR) o disipada como calor (DI), y luego transportada por los demas
componentes de la cadena (ET; Figura 4) a partir del primer aceptor de electrones estable
(Qa). Cuando estos flujos energéticos son referidos a los centros de reaccion (RC) se
conocen como flujos especificos de energia. Sin embargo, también es posible expresar los
flujos energéticos como rendimientos cuanticos (¢), considerando que el rendimiento
energético se obtiene de la proporcion de energia utilizada en algun proceso en relacion a

la energia total que ingreso al sistema; es decir, la ABS.



A Flujos Rendimientos  Probabilidades
oY energéticos cuanticos energéticas
DVQ
— Dlo
@ RC 1 Do _
ABS ~ (PDO
LHCI-PSIl /. ABS - .
RC TRo _
ABS ~ (PPO
TRo
""""" ETo _
R¢ ETo TRo™ Vo
ABS = (PEO
_________ ETo |, ‘
RC 1
@ REo
ABS Pro REo =5
N\ 7 ETo ~Ro
&
o) (mm) . |
RC

Figura4. Modelo de flujos energéticos en un sistema fotosintético de
organismos eucariontes. El esquema con figuras geométricas de la izquierda
indica la ruta que la energia de la luz sigue una vez que fue absorbida por el
sistema antena (LHCII-PSII). Una fraccion es disipada como calor, y otra es
transferida a los centros de reaccion (RC) para la reduccion del primer aceptor
de electrones (QA). La energia contenida en la transferencia electrénica llega a
los acarreadores intermedios (QB) y luego de pasar por el complejo de
citocromo bgf y la plastocianina (no mostrados), llegan al fotosistema uno (PSI)
que dona los electrones a los aceptores finales ferredoxina y NADP™ (A). Se
indica con lineas punteadas los sitios considerados para los flujos energéticos
por centro de reaccion. Las flechas verticales muestran la relacion de los flujos
energéticos con los rendimientos cuanticos y las probabilidades energéticas.
ABS: absorcion de luz, DI: disipacién energética, TR: atrapamiento de

excitones, ET: transporte electronico, RE: reducciéon de aceptores finales. El
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subindice “0” indica que el parametro se obtiene a partir del tiempo cero en el

paso de la obscuridad a la luz, o utilizando como base el valor de Fo.

En base a lo anterior, la eficiencia cuantica maxima para la fotoquimica primaria (@Po)
hace referencia a la energia que fue atrapada en los centros de reaccion del total de
energia absorbida (TR/ABS). El producto cuantico maximo de disipacion energética como
calor (pDo) indica el flujo de energia disipada respecto a la energia absorbida (DI/ABS);
por su parte, la eficiencia con la que un exciton mueve un electron mas alla de QA (¢Eo)
es la fraccion de energia absorbida que se utiliza en el transporte (ET/ABS). También se
puede calcular la probabilidad de que un exciton mueva un electron mas alla de QA (Vo),
como la fraccion de energia atrapada en los centros de reaccion y que se utiliza para

realizar transporte electronico (ET/TR; Figura 4).

Para obtener los parametros mencionados en el parrafo anterior a partir de las sefales de
fluorescencia de la curva polifasica, se puede consultar la Tabla 1, donde se indican las

operaciones algebraicas para obtener cada parametro de la prueba JIP.

6.2) La prueba de fluorometria modulada

La otra técnica con que se ha estudiado la fluorescencia de la clorofila a, esta basada en
la utilizacion de pulsos de luz modulada para obtener la sefal de fluorescencia, ademas de
pulsos de luz saturante bajo una condicién de irradiaciéon con luz actinica (Figura 5). En
este escenario, la sefial de fluorescencia en presencia de luz actinica refleja la integracion
de la actividad fotoquimica bajo una condicién de luz actinica definida, y el pulso de luz
saturante permite obtener la senal de fluorescencia durante el cierre momentaneo de los
centros de reaccidn que participan en dicha actividad. Con estos datos se puede estudiar
la fraccion energética empleada en trabajo fotoquimico y aquella fraccion disipada por
mecanismos no fotoquimicos. En los primeros se encuentra la utilizacion eficiente de la
energia de excitacion en los fotosistemas dos para realizar la separacién de carga,
mientras que los segundos dependen de la ruta que siga la energia de excitacion para la
relajacion de la clorofila a hacia su estado basal SO (Figura 1), de los cuales la liberacién

en forma de calor es el principal (Pfundel et al., 2013).



Fluorescencia
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Figura 5. Protocolo para el analisis del decaimiento de la fluorescencia de la
clorofila a mediante pulsos de luz modulada. La muestra fotosintética se
mantiene en obscuridad y se comienza el registro al encender la luz modulada
(LM) para obtener el valor de fluorescencia minima (Fo) y enseguida se aplica
un pulso de luz saturante (LS) para obtener la fluorescencia maxima (Fm).
Posteriormente se irradia con luz actinica (LA) hasta obtener un valor estable
de fluorescencia (Fs), luego se aplica un nuevo pulso de luz saturante (LS)
para obtener el valor de fluorescencia maxima a la luz (Fm’), y enseguida se
apaga la luz actinica para aplicar un pulso de luz infrarroja (LI) con el que se
obtiene el valor de fluorescencia minima a la luz (Fo’). De acuerdo a la teoria
de los rendimientos energéticos, utilizando un factor de sensibilidad relacionado
a la respuesta del instrumento (S), cada valor de fluorescencia medido tiene su
correspondiente rendimiento energético (¢). Dado que la energia absorbida por
la clorofila puede ser disipado mediante tres rutas (por fluorescencia (f), térmica
(D) y fotoquimica (P), el resultante rendimiento energético para cada valor de
fluorescencia corresponde a la relacion de la constante de disipacion por
fluorescencia (ks) entre la suma de las constantes de disipacién que participan

en cada evento (k¢ p, p). En el caso de los parametros medidos bajo luz actinica,
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la constante de disipacion térmica contiene un factor de disipacion (d)
asumiendo que solo la disipacion térmica varia durante el paso de una
condicion de obscuridad hacia una de luz actinica. Ademas, bajo las
condiciones de luz actinica el rendimiento de fluorescencia estable contiene un
parametro que indica la fraccion de moléculas aceptoras primarias que son

oxidables bajo esa condicién luminica (A).

El analisis de la emisién de fluorescencia de la clorofila a consiste de modelos que
consideran la estructura del fotosistema dos, con sus antenas, como unidades individuales
o como unidades interconectadas, conocidos como modelo de “puddle” o “lake”,
respectivamente. Ambos modelos difieren en la forma en coémo las antenas logran
transferir la energia obtenida de la luz. Pese a lo anterior se ha demostrado que
parametros como el rendimiento cuantico maximo del PSIlI (Fv/Fm; Kitajima y Butler,
1975), o el rendimiento cuantico operacional del PSII en una condicion luminica dada
(Fg'/Fm’; Kramer et al., 2004), son concordantes con ambos modelos, tanto en el de las

unidades independientes como en las interconectadas.

7) Modelo biolégico

El género Quercus se distribuye ampliamente a lo largo del territorio mexicano.
Representa un conjunto de arbustos y de arboles con gran valor ecoldgico, econdémico y
cultural. México es el mayor centro de riqueza y evolucién de encinos en el continente
americano, posee alrededor de 161 especies, de las cuales 109 son endémicas, es decir,
el 68% de los encinos del continente americano solo se encuentran en México. Los
encinos se desarrollan ampliamente y de manera natural en los bosques templados,
bosques tropicales, semitropicales y en los matorrales de climas secos del norte, es por
eso que constituyen el principal tipo de plantas de los sistemas vegetales montafiosos de
México, es decir, de los bosques templados, de encino, pino-encino, mesofilo de montana

y, ocasionalmente, matorrales y bosques tropicales caducifolios.

Los bosques de encinos se encuentran ampliamente distribuidos en los macizos
montafiosos de México, y cubren, aproximadamente 5.5% de la superficie total del pais,

hallandose la mayor diversidad de especies en un intervalo altitudinal que varia entre los
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1,200 a 2,800 metros sobre el nivel del mar, aunque es posible encontrar especies desde
los 200 hasta los 3,500 m de altitud (Arizaga et al., 2009).

El encino Quercus crassipes es un arbol endémico mexicano que se distribuye en los
estados de Colima, Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Morelos,
Oaxaca, Puebla, Querétaro y Tlaxcala. Tiene un tamafo de 10 a 35 m de altura y con
diametro del tronco de 15 a 100 cm, la corteza es pardo-obscura con placas alargadas.
Presenta hojas elipticas o lanceoladas de 2.5 a 14 cm de largo por 0.6 a 4.0 cm de ancho;
margen revoluto; haz verde grisaceo o verde obscuro y lustroso; envés amarillento
grisaceo cubierto con un tomento persistente. Su fruto es bianual, solitario o en pares;

bellota ovoide de 10 a 21 mm de largo por 12 a 14 mm de diametro.

La comprension de los eventos fotoquimicos y respiratorios son de interés ya que son
reflejo de los mecanismos de resistencia de las plantas frente a los distintos grados de

presencia de un factor de estrés.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar el efecto del estrés luminico e hidrico en la actividad fotosintética de

plantulas de Quercus crassipes.
Objetivos Particulares

Evaluar el estrés luminico e hidrico producido en la estructura y funciéon del

fotosistema Il.

Evaluar el efecto de la combinaciéon del estrés luminico e hidrico sobre la actividad

fotoquimica de plantulas de Quercus crassipes.

Medir la actividad del transporte electronico fotosintético en las plantulas de

Quercus crassipes sometidas a estrés luminico e hidrico.
Evaluar el efecto en la concentracion de clorofila a y b.

Evaluar la actividad fotosintética.
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Materiales y métodos

Plantas de Quercus crassipes de 6 meses de edad, se mantuvieron en macetas que
contenian una mezcla de agrolita, peat moss y tierra negra (1:1:2 v:v:v) en condiciones de
invernadero y 80% de humedad aprovechable en el suelo (Aguilera, 1996) regadas con

agua destilada y con solucion Hogland por un mes hasta el inicio de los tratamientos.

Cuatro grupos de catorce plantas fueron sometidas a dos condiciones de luz y humedad
de suelo. El control (RI) consistira de riego a 80% de humedad aprovechable (HA) y luz en
condiciones de invernadero (aproximadamente 40% de luz solar). El grupo Sl se tuvo a
una condicion de 30% de HA, en condiciones de invernadero. El grupo RE consistié de
condiciones naturales de luz solar y riego a 80% de HA, ademas la combinacion de los
efectos se evalu6é a 30% de HA y condiciones naturales de luz solar resultando el grupo
SE; las variables utilizadas en este estudio 80% de HA, 30% de HA, luz solar y luz en

invernadero dieron lugar a las literales R, S, E, |, respectivamente.

Emision de Fluorescencia de la clorofila a

Se registro la actividad fotosintética un dia por semana en lapsos de 2 horas a partir de las
8 am hasta las 8pm, por un periodo de 6 semanas a través de la emision de fluorescencia
de clorofila a del fotosistema |l con el medidor Handy PEA Hansatech (Gonzélez et al.,
2008). Para lo anterior se preacondicionaron a la obscuridad las tres hojas mas jovenes de

cada planta durante 30 minutos y en estas se realizé la medicion.

Se obtuvieron los datos de la cinética de induccion de fluorescencia de la clorofila a
(Strasser et al. 2000) procesados con el programa Handy PEA. Posteriormente los datos
se analizaron mediante la prueba JIP (Strasser y Strasser, 1995) con el programa Biolyzer

2.0, para obtener los parametros enlistados en la Tabla 1.
Rendimiento cuantico

El registro del rendimiento cuantico se obtuvo con el PAR-FluorPen FP 100, midiendo las

tres hojas mas jévenes de cada planta un dia por semana en lapsos de 2 horas a partir de
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las 8 am hasta las 8pm, por un periodo de 6 semanas en las condiciones de luz ya

mencionadas.

Los datos del rendimiento cuantico (®PPSII) fueron procesados para obtener ETR relativo

con la siguiente formula:
ETR= PAR*®PSII

(Maxwell et al., 2000), tomando como luz fotosintéticamente activa (PAR) la media de la
concentracion luminica a la que estuvieron expuestas las plantas a lo largo del tratamiento

durante las horas de medicion.

Concentracion de clorofilas

Se midié la concentracién de clorofilas en los discos de hoja de 10 cm? obtenidos
anteriormente, a través de la extraccion con acetona al 80%, midiendo los sobrenadantes
de los macerados ajustados a 10 mL. de acetona al 80% en espectrofotometro a 663nm y

646nm, para clorofila a y b respectivamente (Gonzalez et al., 2008).

El calculo de la concentracion de los pigmentos se realiz6 segun lo establecido por
Wellburn en 1994. Las concentraciones de los pigmentos se obtuvieron como pg*ml™ en la

solucion de la celda del espectrofotdmetro de acuerdo a las siguientes formulas:
[Clorofila a] = 12.21 Absggs — 2.86 Absgss

[Clorofila b] = 20.13 Absgss — 2.86 AbSees



Tabla 1.

Definicién de los parametros utilizados en el analisis JIP de la cinética polifasica de la fluorescencia de la

clorofila a (Strasser, 1981; Strasser y Strasser, 1995; Strasser et al., 2001).

Término Formula Definicion
Senal de fluorescencia cuando todos los centros de reaccidon se encuentran
Fo = F50us )
abiertos
. . Sefial de fluorescencia maxima, se registra cuando todos los componentes del
=Fm
P transporte de electrones estan reducidos
Fluorescencia registrada cuando los electrones fluyen desde el lado donador
Fk = F300us _ .
hacia el centro de reaccion del PSII
e Eo Fluorescencia registrada cuando el pool de QA se reduce completa pero
= F2ms
: momentaneamente a los 2 milisegundos
Fv = Fm-Fo Fluorescencia variable
Vj = (Fj-Fo)/(Fm-Fo) Fluorescencia variable relativa a 2 ms
= (TRo/RC) -
(ETo/RC)
Mo _ Velocidad inicial del cierre de los centros de reaccion
=Vj (TRo/RC)
= 4(Fk-Fo)/(Fm-Fo)
TRo/RC = MoDCMU = Flujo de energia atrapada por centro de reaccion

18



Mo/Vj
= 4(Fk-Fo) / (Fj-Fo)

= (TRo/RC )(1-V))
ETo/RC Flujo de transporte de energia por centro de reaccion
= (Mo/Vj)(Wo)

We, (ETO/RC)/(TRO/RC) Eficiencia con la que un exitén atrapado mueve un electrén después de la quinona

=1-Vj
= TRo/ABS =
P Po Rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria
Fv/IFm
= (@ po)(Y0)
P Eo Probabilidad de que un exiton mueva un electrén después de la QA

=(Fv/Fm)(1-Vj)

Tabla 1 continuacion.

Término Formula Definicion
= (TRO/RC) /
ABS/RC (TRo/ABS) Flujo de energia absorbida por centro de reaccion

= (Mo/Vj) / (Fv/IFm)
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= (ABS/RC) - (TRo/RC)
Flujo de energia disipada por centro de reaccion, es decir la energia

DIo/RC = ((Mo/Vj)/(Fv/Fm))-
((Mo/V/(Fv/Fm)) absorbida que no fue atrapada por los centros de reaccion.

(Mo/Vj)
RC/ABS = 1/(ABS/RC) Numero de centros de reaccion en los que se absorbe el flujo de energia
ABS/CScy = Chl/Cs Cantidad de clorofila por seccion cruzada
= (ABS/CSc;m) /
RC/CS Densidad de centros de reaccion por seccion transversal
(ABS/RC)

TRo/CS = (TRo/RC) (RC/CS) Captura de excitones por seccion transversal

ETo/CS = (ETo/RC) (RC/CS) Transporte de electrones por seccion transversal

=(DIo/RC)/(ABS/RC)=1-

(Fv/IFm)
Ppo Probabilidad de disipacion energética en forma de calor
= [((Mo/V))I(Fv/IFm))-

(Mo/Vj)] / (Mo/Vj)

=(YRC/1- YRC) [@po/(1- . . .
Plags Indice de funcionamiento
®po)] [Wo/(1-Wo)]

=( YRC/1- YRC)[@po/(1-
®po)] -[Wo/(1- indice de funcionamiento para el transporte electrénico hacia los aceptores

Pl
Tom Wo)]-[dRo/(1- dRo)] finales del fotosistema uno

=(RC/ABS) (TRo/ABS-




TRo) (ETo/TRo-ETo)
(REO/ETo-REO)

DFags

= |Og (PIABS)
= log (RC/ABS) + log [¢

Po/(1- @ po)] + log
[Wo/(1- Wo)]

Fuerza de conduccidn de la fotosintesis
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Tratamiento estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio de las mediciones llevadas a cabo. Se
aplicé un analisis de varianza de un factor (prueba de ANOVA) asi como una prueba de

Tukey con el paquete estadistico R.
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Resultados y anélisis

La medicion de fluorescencia polifasica y su posterior analisis (Figura 1 A, B y C)
demostraron que el rendimiento cuantico maximo para el fotosistema dos (PSIl) disminuy6
significativamente en los dos tratamientos expuestos a condiciones de luz solar natural
(RE y SE) respecto al control, sin mostrar diferencias significativas entre las

concentraciones de humedad aprovechable (HA) en estos.
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Figura1 A,By C. Valores del rendimiento cuantico maximo (¢PO= Fv/Fm)
de la fotoquimica primaria durante los dias 1, 21 y 42 de tratamiento. Los datos
presentados son la media y las letras diferentes indican diferencias
significativas, p<0.5, n=10.



25

En el dia 1 de tratamiento (Figura 1 A) se registré una marcada caida de $Po durante las
horas de mayor intensidad luminica en los tratamientos expuestos a condiciones naturales
de luz solar, seguida de una posterior recuperacion por la tarde y noche, mientras que en
los dos tratamientos de menor intensidad luminica (40% de luz solar) no se produjo una
caida tan marcada, manteniéndose ¢Po en valores constantes a lo largo del dia. El valor

de ¢Po en el dia 1 no mostré diferencias por la condicion de HA.

En el dia 21 de tratamiento (Figura 1 B) se observé un comportamiento semejante que en
el dia 1, sin embargo la diferencia no fue tan marcada, indicando un posible

acondicionamiento por parte de las hojas de Quercus crassipes

En el dia 42 de tratamiento se mantuvo la misma condicion que en el dia 1 y 21 en cuanto
al tratamiento de luz (Figura 1 C), sin embargo, se observa que los valores de $Po de los
tratamientos con mayor intensidad luminica se alejan mas de los tratamientos con menor
intensidad luminica y que la recuperacion es ligeramente menor en el ultimo dia de
tratamiento en todos los grupos. El valor de $Po no mostré diferencias por la condicion de

HA al final del tratamiento.

La reduccion del rendimiento cuantico maximo detectada al mediodia y a primeras horas
de la tarde es un proceso ampliamente estudiado en diferentes especies, Ogrem y Evans
(1992) en eucalipto y Bolhar-Nordenkampf et al. (1991) describieron que una reduccion en
este valor esta asociado a un mecanismo dinamico de disipacién de energia, que ocurre
durante las horas de maxima radiacion y temperatura, el cual es capaz de revertirse en

cortos periodos de tiempo.

En condiciones de alta intensidad luminica los complejos cosechadores de luz reciben una
excesiva cantidad de fotones, causando un exceso de centros de reaccidon en el PSIl en
estado de excitacion (cerrados), esto lleva a la fotoinhibicion de las reacciones
dependientes de luz en la fotosintesis. La fotoinhibicion puede deberse al exceso de luz o
a la deficiencia de la proteina D1, la cual ocurre cuando la desnaturalizacién ocurre a una
mayor tasa que la sintesis. Sin embargo, la principal causa de la fotoinhibicién puede ser
la formacion de centros de reaccién fotoquimicos del PSII inactivos, los cuales transforman

la energia en calor (Bertamini y Nedunchezhian, 2003; Redondo -Gémez et al., 2009). Por
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tanto, una disminucion en el rendimiento cuantico maximo para la fotoquimica primaria
esta dada por un aumento en la proporcidn de energia disipada térmicamente, a este
fendmeno se le conoce como Non Photochemical Quenching (NPQ; Gonzalez et al.,
2008).

Los valores de ¢Po en hojas adaptadas a la oscuridad son usados como un indicador
sensible del rendimiento fotosintético, con valores éptimos de aproximadamente 0.83 para
la mayoria de las especies (Bjorkman y Demming, 1987; Johnson et al., 1993). Los valores
mas bajos a este se pueden encontrar cuando la planta ha sido expuesta a algun tipo de
estrés, indicando el fendbmeno de fotoinhibicion (Maxwell y Johnson, 2000). En la Figura 1
se observa que desde el dia 1 de tratamiento los valores de $Po fueron menores a 0.8, por
lo que esto nos demuestra que el rendimiento cuantico maximo para Quercus crassipes es

menor en alta iradiacion.

Zaghdoudi et al. (2011) afirman que el fendmeno de fotoinhibicién se encuentra adosado a
la disminucion del valor del rendimiento cuantico maximo, y por otra parte que el
fotosistema Il es muy susceptible a la intensidad luminica, resultando en un dafio que es
linealmente dependiente a la tasa de flujo foténico (Tyystjarvi, E. Aro, E., 1996); lo cual
explica la disminucion similar en los valores de ¢$Po en los dos grupos expuestos a una

mayor intensidad luminica (RE y SE), como se observa en las figuras 1 A, By C.

La exposicion a condiciones naturales de luz (RE y SE) provocé una reducciéon en el
numero de centros de reaccion abiertos en Quercus crassipes, y de esta manera pudo
causar un bloqueo del transporte de electrones, la disminucién en $Po puede deberse a
un dafio por exceso de luz en los centros de reaccion del PSII (Valladares y Pearcy, 1997);
el dafno a los centros de reaccion no causa cambios en los valores de Fo (Maxwell y
Johnson, 2000), estos datos coinciden con lo encontrado en este trabajo, en el que se
obtuvieron valores para Fo sin diferencias significativas entre los 4 grupos en los 42 dias

de tratamiento (datos no mostrados).

Lo anterior puede observarse y contrastarse entre la Figura 1 B y 1C, en esta ultima ya no
se observa una recuperacion tan rapida después de las horas de mayor intensidad
luminica, indicando un posible dafio debido a la exposicion constante a una intensidad

luminica alta. Ogaya y Pefiuelas (2003) observaron en el encino Quercus ilex que las



27

hojas expuestas a la luz directa del sol tenian valores menores de $Po que las hojas en

sombra, concordando con lo encontrado en el presente trabajo.

Ogrem y Evans (1992) encontraron en 6 especies de eucalipto que la fotoinhibicion
producida por el exceso de luz incrementa cuando existe escasez de agua, haciendo que
el proceso de recuperacion del valor de ¢Po se tarde varios dias en regresar a sus valores
normales a lo largo del dia, y siendo éste condicionado a una disminucion de la intensidad
luminica; sin embargo, en el presente trabajo, como se observa en la Figura 1 Ay B, no se
encontré una relacién en el aumento de la fotoinhibicion y la baja disponibilidad de agua,
esto puede ser debido a que en los encinos, o en especifico en Quercus crassipes, exista
un mecanismo que presente alguna respuesta para reducir los efectos del estrés hidrico o
a que el tratamiento de 10% de HA no representa una condicién de estrés hidrico en

Quercus crassipes.

Los valores bajos de ¢Po estan relacionados con una saturacion o cierre de los centros de
reaccion y con la disipacion en forma de calor debido al exceso de energia recibida, esto
se puede traducir, en la cadena de transporte, en una reduccion en el transporte de
electrones, que se reflejaria en la baja de los valores @Eo, que representa la probabilidad

de que un fotén absorbido mueva un electron hacia después de la QA, lo cual se discute

mas abajo.
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Figura 2 A, B y C. Efecto de los tratamientos de luz y humedad sobre el
rendimiento cuantico de transporte de electrones (¢pEo) durante el dia 1, 21 y
42 de tratamiento (unidades relativas). Los datos presentados son la media y

las letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.5, n=10.

En la Figura 2, se puede observar los valores del rendimiento cuantico de transporte de
electrones, que se refiere a la probabilidad de que un fotén absorbido mueva un electron
después de QA (Strasser et al., 2000).

En la Figura 2 A los valores de @Eo permanecen constantes hasta la medicion de las

16:00 horas, periodo en el que el promedio de irradiacién solar fue mayor, encontrando
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valores menores Yy diferencias significativas entre los grupos expuestos a mayor intensidad
luminica y los grupos expuestos al 40% de ésta intensidad. También se observa una
diferencia significativa respecto al control en el grupo RE (riego al 80% de HA y expuesto a
un 40% de luz natural) a las 10:00 y a las 20:00 horas, sin embargo, al compararlo con el

grupo SE y S| no muestra diferencias significativas.

En la Figura 2 B se observa que los valores de ¢@Eo permanecen sin diferencias
significativas hasta las 12:00 horas, periodo en el que inici6 la mayor irradiacion solar y en
el que los valores de @Eo de los grupos RE y SE disminuyen significativamente respecto

al grupo control.

Los valores iniciales, a las 08:00 horas en el dia 42, en donde no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos, sugieren que los mecanismos de recuperacion y
disipacién del exceso de energia funcionan correctamente, evitando mayores danos a la
actividad fotoquimica después de la exposicion al estrés por alta irradiacion, revelando que
estos entran en accién y recuperan las condiciones normales de la actividad fotosintética

pocas horas después.

Lo anterior confirma un dafo a nivel de centros de reaccion del fotosistema dos. Por otra
parte, el producto cuantico para la disipacién energética por parte del sistema de antenas
(pDo; datos no mostrados) incrementd, indicando que existe una liberacion de energia;
esto quiere decir que la exposicion a una mayor intensidad luminica lleva a una
ineficiencia de caracter estructural. Esta disipacion energética es importante porque
contribuye a evitar un fotodafio mayor al aparato fotosintético debido a un exceso de

energia luminica o al impedimento en su manejo (Kato et al., 2003).

Ceacero et al. (2012) encontraron que los valores del rendimiento cuantico del transporte
de electrones disminuyen en Quercus ilex cuando esta expuesto a condiciones de luz
solar natural y que a la sombra, protegido por tubos invernadero, estos valores presentan
un aumento respecto a los primeros, coincidiendo con los valores que se encontraron en el
presente trabajo. Por ultimo, al analizar los valores mostrados en la Figura 2, se puede
observar que el tratamiento de HA al 10% no representa una condicion de estrés para

Quercus crassipes.
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El indice de funcionamiento (Plags) combina tres parametros favorables para la actividad
fotosintética: (1) la densidad de centros de reaccién; (2) el rendimiento cuantico de la
fotoquimica primaria, y (3) la probabilidad de llevar electrones hacia la cadena de
electrones entre el PSIl y el PSI (Strasser et al. 1999; Srivastava et al. 1999; Tsimilli-
Michael et al. 2000). Plays refleja la funcionalidad de los fotosistemas | y Il y brinda
informacion cuantitativa del estado del rendimiento de la planta bajo condiciones de estrés
(Strasser et al. 2004).
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Figura3A,By C. Valores del indice de funcionamiento (Plags) durante los
dias 1, 21 y 42 de tratamiento. Los datos presentados son la media y las letras

diferentes indican diferencias significativas, p<0.5, n=10.

En la figura 3 se pueden observar los indices de funcionamiento fotosintético, a partir de
estos valores se puede caracterizar la vitalidad de la planta (Strasser et al., 2000); un
descenso dramatico del parametro Plags total resulta no sdlo de la pérdida de la actividad
del fotosistema dos, sino ademas de un dafio en la estructura y funcion del fotosistema
uno (Li et al., 2010).

En la figura 3 A, durante el dia 1 de tratamiento se observan diferencias significativas
respecto al control, desde la primera hora de medicion (08:00 horas) en uno de los grupos
expuestos a mayor intensidad luminica (RE) y a 80% de HA, posteriormente a las 10:00
horas el segundo grupo (SE) ya presenta diferencias significativas respecto al control; esta
condicion se mantuvo asi a lo largo del dia, incluso a las 20:00 horas, momento en el que

ya no se registra irradiacion.

En la figura 3 B se refleja el mismo comportamiento que en la figura 3 A, mientras que en
la figura 3 C se observa que se mantuvo una condicibn semejante al primer dia de
tratamiento, sin embargo, esta vez el grupo que presenta diferencias significativas

respecto al control es el grupo SE, el cual se encuentra a 10%de HA. A partir de la
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medicion de las 12:00 horas es cuando el segundo grupo expuesto a mayor intensidad
luminica (RE) presenta diferencias significativas respecto al control, y continua asi para

ambos tratamientos hasta el final del dia.

Los grupos de Quercus crassipes bajo un 40% de luz solar, mostraron valores mas altos
de Plags que los grupos expuestos a condiciones naturales de luz solar, posiblemente
debido a la fotoinhibicion causada por el exceso de energia luminica en los grupos
expuestos a condiciones naturales de luz solar. Los valores mas altos de Plags en los
grupos Rl y Sl, que durante el dia 42 (Figura 3 A) mostraron un incremento mas de 2
veces que los grupos RE y SE a partir de las 12:00 horas, sugieren un mayor grado de

fotoinhibicion, independientemente de los tratamientos de la humedad aprovechable (HA).

La relacién entre Plags Yy ®E0 muestra que los grupos expuestos a un 40% de luz solar
presentan una mejor capacidad para usar la energia luminica que los grupos expuestos a
una condicion de luz solar natural, por lo tanto, los primeros tienen una capacidad mas alta
para la conversion de energia luminica en energia quimica, lo cual es dirigido hacia las

reacciones metabdlicas en el proceso bioquimico de la fotosintesis (Hermans et al., 2003).

Bussotti, (2004) encontré en Quercus ilex que la baja en valores de Plags esta
caracterizada por una baja en los valores de ¢Po bajo condiciones de alta irradiacion
luminica, lo que representa una concordancia con lo encontrado en el presente trabajo

como se puede observar en las Figuras 1y 3.

Guha et al. (2013) encontraron que, bajo un estrés hidrico progresivo (restriccion de agua
por diez dias), los valores de Plags muestran cambios significativos en Morus nigra,
respecto al grupo control, que se encuentra con una HA de 100%. Varios autores sefalan
que el estrés hidrico es el factor mas limitante en el descenso de la tasa fotosintética. Por
esta razon, gran cantidad de trabajos, parte de ellos desarrollados exclusivamente para
encino (Quercus ilex sub. ballota [Desf.] Samp.), han centrado su interés en la sensibilidad
de este parametro frente a fendmenos de sequia y estrés hidrico (Ogaya y Pefuelas,
2003; Oliveira y Penuelas, 2004; Baquedano y Castillo, 2006). En base a lo anterior se
puede sugerir que la condicién de 10% de HA no representa un estrés hidrico para

Quercus crassipes, ya que la mayoria de estos trabajos exponen a las diferentes especies
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de plantas, encino en especial, a condiciones de estrés hidrico con una HA de 0% por

largos periodos de tiempo (hasta 15 dias).

Los valores bajos de ¢Po, @Eo y Plags en respuesta a las condiciones de alta irradiacion
sugieren que el estrés causado provoca un aumento en la energia libre en el sistema que
no es utilizado para la fotosintesis, y que Quercus crassipes no presenté una plasticidad
para adaptarse a estas condiciones después de 42 dias, por el contrario en los grupos al
40% de luz solar la energia libre es menor, ya que debido a la baja irradiacién, la mayor

parte de la energia luminica es utilizada para realizar fotosintesis.

Uno de los parametros mas utiles para medir la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il es

el parametro de Genty (Qy) o ®PSII (Genty et al., 1989). Este es calculado asi:

®OPSII= (Fm'-Ft)/F'm

Este parametro mide la proporcién de luz absorbida por la clorofila asociada con el PSI|
que es usada en la fotoquimica, por lo que ®PSII es la proporcidon de energia absorbida
utilizada en la fotoquimica. Como tal, puede dar una medida de la tasa de transporte
electronico linear y asi dar una indicacion de la totalidad de la fotosintesis (Maxwell y
Johnson, 2000). Ya que el ®PSII es el rendimiento cuantico de la fotoquimica del PSII
puede ser utilizado para calcular la tasa de transporte electronico linear y, por tanto, la

capacidad fotosintética total in vivo (Genty et al., 1989), como se describe a continuacion:

ETR= ®PSIIxPAR

Donde PAR es la luz fotosintéticamente activa absorbida por la hoja (umol foton m™ s™).
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Figura4 Ay B. Valores de Qy (parametro de Genty o ®PSII) durante el
dia 1 y 42 de tratamiento. Los datos presentados son la media y las letras

diferentes indican diferencias significativas, p<0.5, n=10.

En la figura 4 A se observan los valores de ®PSII del dia 1, en los que se aprecia que la
eficiencia fotoquimica se ve afectada desde las primeras horas en los tratamientos
expuestos a mayor intensidad luminica respecto al control, esta diferencia se acentua a
medida que la intensidad luminica aumenta, indicando que a mayor exposicion a luz solar

las hojas de Quercus crassipes disminuyen la eficiencia fotoquimica.
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En la figura 4 B se ve que los valores de ®PSII del dia 42 se mantienen igual que en el dia

1, reflejando una baja en la eficiencia fotoquimica en las horas de mayor intensidad

luminica.
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Figura5 Ay B. Valores de ETR (transporte electrénico) durante el dia 1y

42 de tratamiento. Los datos presentados son la media y las letras diferentes

indican diferencias significativas, p<0.5, n=10.
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En la figura 5 A se observa que los valores de transporte electrénico aumentan
significativamente en los tratamientos expuestos a mayor intensidad luminica, indicando

un mayor flujo de transporte de electrones debido a la alta irradiacién solar.

La figura 5 B refleja el mismo comportamiento que la figura 5 A, observandose un mayor
transporte electronico en los tratamientos expuestos a mayor intensidad luminica, siendo
entre las 12:00 y las 16:00 hrs. el momento de mayor irradiacion, y disminuyendo los

valores de ETR gradualmente hasta llegar a 0 en la ausencia de luz.

De acuerdo a Lawlor (2002) las tasas de transporte electronico se mantienen a,
relativamente, altos niveles a bajos niveles de humedad aprovechable y cuando decrece lo
hace en general cuando la conductancia estomatica cae a valores muy bajos (ca. 0.10-
0.15 mol H20 m-2 s-1; Flexas et al. 2002), esta caida del transporte de electrones, en
general es de menor magnitud que la disminucion de la asimilacion de CO2 (Noctor et al,
2002).

En las figuras 5 A y B se observa que la relacion entre humedad aprovechable y el
transporte electronico no refleja lo anteriormente expuesto, por lo que podemos decir que
la interacciéon entre transporte electronico y cantidad de energia luminica esta mas
correlacionada que la humedad aprovechable y el transporte electrénico en el presente

trabajo.
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Figura 6. Efecto de los tratamientos de luz y humedad en las concentraciones
de clorofila a y b en hojas de Quercus crassipes. Los datos presentados son la

media y las letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.5, n=10.

La fluorescencia de la clorofila a, que permite observar cambios en el transporte
electronico (Gonzalez et al., 2008), prueba que la principal afeccion, en esta planta
sometida altas condiciones de irradiacion solar se presenta en el lado donador del PSII. La
afeccion pudo deberse al incremento del complejo antena, simultdaneo a una inactivacion

de los centros de reaccion; es decir, en la fase fotoquimica del modelo de fluorescencia.

Las radiaciones mas intensas (44-50% y 66-70%) provocaron un esperable descenso en
la actividad del fotosistema Il reflejado en la disminucion de los valores de Fv/Fm al
mediodia y primera hora de la tarde. Este comportamiento, propio de las especies en
ambiente mediterraneo, ha sugerido la existencia de un sinergismo con fenobmenos de
cierre estomatico que co-ocurren en respuesta a una mayor demanda evaporativa
provocando pérdidas en la eficiencia fotosintética (Valladares & Pearcy, 1997, Valladares
et al., 2002).

Por otro lado, Valladares et al. (2000) registran para esta misma especie, que el contenido
de carotenoides y la disipacion no fotoquimica del exceso de energia se incrementaba con

el incremento de la radiacion.

Cuando se analiza el transporte lineal (o aciclico) de electrones (estimado por la eficiencia
cuantica del PSII, @PSIl), en general se observa una caida con el estrés (Flexas y col.
1998), y en general esta regulacion a la baja (‘downregulation’) esta asociada a un
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aumento en la tasa de disipacién de energia al nivel de la antena del PSIl (Nogués y Baker
2000; Flexas et al. 2002). En términos generales, la disminucion de la tasa del transporte
electronico suele ser de menor magnitud que la caida de la tasa fotosintética (Flexas y col.
1998), lo que sugiere que otros procesos (distintos que la asimilacion de CO2) se
convierten en destinos alternativos de electrones. Es decir, la disminucion del transporte
de electrones con el estrés hidrico moderado no parece estar vinculada a dano, sino que
seria un proceso que puede revertirse cuando la situacion de estrés es superada (Lawlor
2002).

Conclusiones

Se observé una afectacion en la fotoquimica primaria en las plantas de Quercus crassipes
que estuvieron expuestas a alta irradiacién solar, mientras que en las plantas que
estuvieron expuetas a una baja humedad aprovechable no se observo afectacion alguna,
ni en los grupos en las que estas variables tuvieron una interaccion con alta irradiacion

solar.

El rendimiento cuantico maximo presentd una reduccidn detectada al mediodia y a
primeras horas de la tarde, manteniéndose la misma condicion a lo largo del tratamiento

debido al dafo provocado por la alta irradiacion solar.

El rendimiento cuantico de transporte de electrones presentd una disminucion que
concuerda con los datos del rendimietno cuantico maximo, debido a la alta irradiacion

solar a lo largo de los 42 dias de tratamiento.

El indice de funcionamiento se vidé afectado de la misma manera debido a la alta
irradiacion solar, sin mostrar una correlacion entre la cantidad de irradiacion solar y la

cantidad de humedad aprovechable.

El parametro de Genty mostré el mismo comportamiento que los parametros anteriores,
viéndose afectado por la irradiacion solar a lo largo de los dias de tratamiento y sin

afectacion alguna por los valores de humedad aprovechable.
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El ETR mostr6é gran sensibilidad ante la alta irradiacion solar a lo largo de los dias de
tratamiento, y de igual manera que los otros parametros no se vio afectado por las

condiciones de humedad aprovechable.

La concentracién de clorofilas fue el unico parametro que mostrdé afectacion por la
humedad aprovechable, observandose que cuando esta presente una alta irradiacién solar
y una baja humedad aprovechable las concentraciones de clorofila a y b disminuyen
respecto a los otros grupos y el grupo con mayor irradiacion solar y mayor intensidad
luminica presenté un aumento en la concentracién de clorofila a, demostrando que puede
existir un mecanismo de regulacién para combatir la alta irradiacion solar pero que solo

esta presente cuando la planta no tiene limitaciones hidricas.
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Apéndice

Solucién nutritiva Hoagland

La preparacion de 20 litros de solucidn nutritiva Hoagland consiste en pesar las cantidades

indicadas en la siguiente lista y aforar con agua destilada.

Solucién Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)

Compuesto Cantidad
KH2PO4 2729
KNO3 10.1g
Ca(NOs), 16.4 g
MgSQO4 48¢g
EDTA-Fe (5 g/l) 20 ml
Micronutrientes* 20 ml

*Para preparar la solucién de Micronutrientes se pesan las cantidades indicadas y se afora

a un litro de agua destilada:

Micronutrientes Cantidad
H3BO3 2.86 9
MnCl, 4H,0 1.81g
ZnS0O4 7H,0 0.22g
CuSO4 5H,0 0.08 g

H2MoO4 H.0 0.02¢g
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