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Abreviaturas y simbolos

0. Abreviaturas y simbolos utilizados”

. ko
A = anteraxantina
Amax = tasa de asimilacion neta de CO; en condiciones de saturacion de CO; y luz (valor

maximo de la tasa fotosintética en las curvas 4/Ci)

Age = tasa de asimilacion neta de CO, en condiciones de saturacion luminica 'y
concentraciones ambientales de CO, (=360 ppm)

A*g = utilizado en la espiga para designar a A, corregida por la respiracion

C,= concentracion ambiental de CO; (360 ppm)

C. = concentracion cloroplastica de CO,

C= concentracion intercelular de CO,

DPS = estado de de-epoxidacion del ciclo de las xantofilas. Calculado como [(4 + Z)
(V+A4+2)"]

ETR = tasa del transporte linear de electrones.

PSII = fotosistema II

Fy, F,, = fluorescencia minima de la clorofila y méxima respectivamente en hojas
adaptadas a la oscuridad (ca. 30 min)

F,/F, = relacion entre la fluorescencia variable (F, = F,, - Fy) y F,, en hojas aclimatadas a
un periodo de oscuridad (ca. 30 min)

F,, F', = fluorescencia minima y maxima respectivamente en plantas adaptadas a la luz

G = glumas (bracteas mas externas en cada espiguilla de los cereales

gs = conductancia estomatica

Jmax,RuBp = Maxima tasa potencial de transporte electronico que contribuye a la
regeneracion de RuBP. Parametro calculado a partir de las curvas A/C;

Jmax,psir= maxima tasa potencial de transporte electronico vinculada al fotosistema II en
condiciones saturantes de luz y CO,.

LHC = complejos recolectores de luz asociados a los fotosistemas (= ‘antenas’).

Lm = lemmas [bracteas internas de la espiguilla en cereales, a menudo prolongada en una
arista (‘awn’)]

PEPc = Fosfoenol piruvato carboxilasa

PPFD™"" = densidad de flujo fotonico fotosintético

qP = ‘quenching’ fotoquimico

* Se ha preferido el uso de las abreviaturas inglesas debido a su amplio uso en la literatura cientifica.
Segun el contexto, 4 puede simbolizar a la xantofila anteraxantina o bien a la tasa fotosintética.
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Abreviaturas y simbolos

gN = ‘quenching’ no fotoquimico

RuBP = Ribulosa 1,5 bisfosfato

RWC = Contenido Relativo de Agua (relacion porcentual entre el contenido de agua de un
organo y el contenido a maxima turgencia)

V' = violaxantina

Vemax = méxima velocidad de carboxilacion de la Rubisco. Calculado a partir de la

pendiente inicial de la curvas A/C;

VDE = Violaxantina de-epoxidasa

VPD = gradiente de presion parcial de vapor de agua

WUE = eficiencia del uso de agua. Segun el contexto, puede referirse al cociente tasa

fotosintética / tasa transpiratoria (WUE instantdnea) o a la relacion biomasa producida /

agua transpirada (WUE integrada)

Z = zeaxantina

Simbolos

¥, = Potencial hidrico.

@psiy = rendimiento cuantico efectivo (a la luz) del fotosistema II. Estimado a partir del
coeficiente de la fluorescencia modulada de la clorofila AF/F'm = (F',, - Fy )/ F',, . Ver
Anexo, pag. 199)

A = longitud de onda

" Algunos autores prefieren el término flujo fotonico fotosintético (PPF) ya que la palabra “flujo’ incluye el
concepto de ‘densidad’

XIII






Objetivos

1. Introduccion general



Introduccion general




Introduccion general

1.1. El estrés en vegetales

1.1.1. Significado del estrés en el marco de la fisiologia vegetal

Aunque ampliamente utilizado en fisiologia vegetal, el término ‘estrés’ es de
dificultosa definicion. Muchas de las aproximaciones que se han formulado en relacion con
este concepto son a veces imprecisas y no exentas de una fuerte dosis de subjetividad. Sin
embargo, dado lo extendido del termino ‘estrés’ en la bibliografia cientifica, se enumeraran
algunas definiciones enunciadas en la literatura. La definicion biofisica de estrés involucra
una fuerza ejercida sobre un objeto en relacion con el darea sobre la cual se aplica (es
decir, posee un significado equivalente al de presion). Por lo tanto, el término estrés en el
marco de la fisiologia vegetal ‘refleja la magnitud de presion ambiental que fuerza al
cambio en la fisiologia de una planta’ (Nilsen y Orcutt 1996). Levitt (1980) defini6 al
estrés como: ‘cualquier factor ambiental potencialmente desfavorable para los organismos
vivos’ (ver Lichtenthaler 1996). El problema de este tipo de definiciones radica en como
calificar en forma objetiva qué factor es desfavorable.

A menudo es dificultoso distinguir entre aquellas respuestas que repercuten
negativamente en la planta y aquellas que poseen un efecto benéfico. Nilsen y Orcutt
(1996) sefialan que algunos factores pueden tener ambos efectos simultdneamente. Por
ejemplo, la marchitez producida por déficit hidrico, si bien tiene un efecto negativo en la
tasa de asimilacion de CO,, también puede ser positiva para la planta, ya que colabora en la
menor absorcion de energia luminica al cambiar el angulo de exposicidn, evitando el dafo
permanente en la hoja por altas temperaturas.

En este sentido, Lichtenthaler (1996) distingue tres conceptos:

Estrés: es el estado de una planta cuando se la somete a una fuerza

Tension o esfuerzo': es la respuesta de la planta al estrés antes que ocurra algin dafio
Daiio: es el resultado de un estrés de tal intensidad que no puede ser compensado por la
planta.

Usualmente el término ‘tension’ (o esfuerzo) es escasamente utilizado por los fisidlogos
vegetales, siendo usado mas bien ‘respuestas al estrés’. Es importante destacar que, aunque
el estrés y sus respuestas vinculadas puedan estar presentes, no siempre esto implica la
existencia de dafio, aiin cuando la planta esté sujeta a periodos largos o incluso a estrés

continuo.

1 « P P . r . ¢ ) ¢
Strain’ en el original en inglés, lo cual puede ser traducido al castellano como ‘tension’ o ‘esfuerzo’
3
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Otros autores definen al estrés como ‘cualquier factor ambiental biotico o abiotico que
reduce la tasa de algun proceso fisiologico (por ejemplo, crecimiento o fotosintesis) por
debajo de la tasa maxima respecto de la que podria alcanzar’ (Lambers y col. 1998).
Segun esta definicion, la mayoria de las plantas estarian sometidas a algin tipo de estrés,
ya que es improbable la ausencia de algin factor limitante. Estos mismos autores definen
tres escalas temporales en la respuesta de las plantas al estrés:

Respuesta al estrés es el efecto inmediato, en general de caracter perjudicial. Ocurre en
una escala de segundos a dias.

Aclimatacion®: es el ajuste morfologico y fisiologico realizado por la planta (como
individuo) para compensar el peor funcionamiento de la misma luego de la exposicion al
estrés. Ocurre en una escala de dias a semanas.

Adaptacion: es la respuesta evolutiva que resulta de cambios genéticos en las poblaciones,
conduciendo a una compensacion morfologica y fisioldgica. Ocurre en una escala temporal

mucho mayor que la aclimatacion, usualmente muchas generaciones.

1.1.2. Los tipos de estrés

Existen variadas clasificaciones de los factores de estrés. En general, estos pueden
ser clasificados en fisicos, quimicos y bidticos, siendo los dos primeros agrupados bajo el
término de ‘estreses abioticos’. Entre los factores fisicos se pueden mencionar el estrés por
déficit o exceso de agua, altas-bajas temperaturas y radiacion UV. Entre los factores
quimicos son ampliamente estudiados la contaminacién atmosférica metales pesados,
toxinas, salinidad etc. Finalmente, entre los factores bidticos pueden mencionarse la

competencia, la herbivoria, la alelopatia y patdgenos en general.

1.1.3. Relevancia del estudio del estrés en plantas

Existen numerosas motivaciones para estudiar la fisiologia de las plantas bajo
estrés, de las cuales nombraremos aqui las mas importantes: (a) en primer lugar, el
conocimiento de los factores de estrés en los vegetales puede resultar crucial para la
elaboracion de modelos mecanisticos de naturaleza predictiva (por ejemplo, el estudio de
los posibles efectos del cambio climatico); (b) desde una perspectiva ecofisiologica, el

analisis de la interaccion de las plantas con los factores ambientales es fundamental para

2 Otro término usado es el de acomodacién, similar a la aclimatacién (Azcon Bieto y Talén, 2000). Algunos
autores distinguen el término aclimatizacion, para designar la respuesta a multiples parametros
ambientales.
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comprender la distribucion de las especies en los diferentes ecosistemas; y (c) el
rendimiento de los cultivos estd fuertemente limitado por el impacto de estreses
ambientales (Nilsen y Orcutt 1996). Ademas de las implicaciones a la hora de optimizar las
practicas agrondmicas, para realizar una mejora de los cultivos de tipo analitica (es decir,
seleccion genética con una base mecanistica, ver seccion 1.5, pag. 32) y para encontrar
posibles ‘dianas’ susceptibles de ser modificadas genéticamente, es crucial comprender los
procesos fisioldgicos subyacentes en la tolerancia (y/o evitacion) de los cultivos al estrés

(Ali Dib y c01.1990).

Dentro de los estreses abioticos, son de amplia repercusion para el crecimiento y
productividad de las plantas el estrés hidrico (por déficit) y las bajas temperaturas (frio).
Como se detallard mas adelante (ver seccion de Objetivos), estos dos tipos de estrés se han
elegido en la presente tesis como temas de estudio, fundamentalmente por su relevancia en
aspectos ecofisiologicos de las plantas y su impacto en la produccion agricola tanto de la

cuenca mediterrdnea como de Argentina.

1.1.4. El estrés hidrico
1.1.4.1. Conceptos de estrés hidrico, déficit hidrico y sequia

En sentido amplio, el estrés hidrico incluye en realidad dos tipos de estrés
contrapuestos: por déficit o por exceso de agua en el suelo’. Es bastante frecuente que dos
o mas factores de estrés coexistan, pudiendo ser la interaccion resultante de tipo sinérgico
(Nilsen y Orcutt 1996). Un ejemplo clasico de esto es el estrés hidrico, donde la falta de
agua puede interactuar con altas temperaturas y altas irradiancias. Las regiones con clima
Mediterraneo, donde ocurre déficit hidrico en el periodo estival ilustran este fendomeno
(Acevedo 1999). El término ‘sequia’ denota en muchos casos esta interaccion entre baja
disponibilidad hidrica, alta temperatura y alta irradiancia. Segin algunos autores, sequia es
un concepto de tipo meteorologico mas que fisiologico, ya que se refiere a un periodo en el
cual las precipitaciones no compensan el agua perdida por evapotranspiracion (Passioura
1996). Sin embargo, y a pesar de las consideraciones anteriores, sequia y estrés hidrico son
términos usados a menudo indistintamente en numerosos trabajos. Algunos autores utilizan

el término ‘déficit hidrico’ (es decir, transpiracion superando la absorcion de agua) como

3 El estrés por exceso de agua en el suelo (‘flooding’ o ‘waterlogging’) es en general menos extendido, por lo
que la mayoria de los autores utilizan el término ‘estrés hidrico’ como sinonimo de déficit. Sin embargo, el
estrés por ‘encharcamiento’ puede tener un serio impacto en el rendimiento en algunas regiones con luvias
excesivas o de drenaje deficiente (Samad y col. 2001).

5
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un componente de otros tipos de estrés, ya que la falta de agua puede observarse tanto en
situaciones de sequia, como frente a salinidad y bajas temperaturas (Bray 1997).

Entre los factores abioticos, el estrés por déficit hidrico es considerado uno de los
mas relevantes, tanto desde una perspectiva ecoldgica como agronémica. Respecto a los
cultivos, aunque ha sido sefialado que no siempre es el factor central (Richards y col.
2001), estd claro que el déficit hidrico es el principal factor abidtico que limita la

distribucion geografica y el rendimiento de la mayoria de los cultivos (Araus y col. 2002a).

1.1.4.2. Tipos de respuestas de las plantas al estrés hidrico

Clasicamente el comportamiento de las plantas frente al estrés hidrico ha sido
clasificado en escape, evitacion y tolerancia, los cuales se describen a continuacion:
Escape: en estos casos las plantas ajustan su fenologia para cumplir su ciclo fuera de los
periodos de déficit hidrico. El caso tipico es el de las plantas teréfitas o anuales. En
cultivos también puede observarse una estrategia de escape. Por ejemplo, en zonas con
clima Mediterraneo donde se produce una situacion de sequia terminal, existen variedades
de cereales como trigo o cebada que ajustan su ciclo fenoldgico de manera que completan
el llenado de los granos antes que se produzcan las condiciones de maximo estrés (Araus y
col. 2002; Slafer y col. 1994).
Evitacion: en este caso las plantas poseen mecanismos para evitar (o postergar) la
deshidratacion. Una estrategia es aumentar la capacidad de absorcion de agua gracias al
incremento de la superficie radicular o disminucidn de la resistencia hidraulica (ej. Nilsen
y Orcutt 1996) siendo frecuente en plantas conocidas como ‘derrochadoras de agua’
(‘water-spenders’). La estrategia inversa es la que adoptan las plantas ‘ahorradoras’, que
minimizan las pérdidas de agua por diversas vias, tales como el cierre estomatico y la
disminucion de la transpiracion cuticular. Dentro de esta misma estrategia conservadora
podrian incluirse las plantas que producen menos biomasa aérea al sufrir déficit hidrico,
aumentando por ende la proporcion relativa de masa radicular.
Tolerancia: este término se refiere a la capacidad de resistir en forma reversible la
deshidratacion de los tejidos. Aunque el ejemplo extremo de esto son las llamadas ‘plantas
poikilohidricas’ (Oliver 1996), las plantas ‘mediterraneas’ como Rosmarinus o Melissa son

capaces de soportar un alto grado de deshidratacion de sus tejidos (Munné-Bosch y Alegre

2000a, b).
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1.1.4.3. Cuantificacion del estrés hidrico

El estado hidrico de una planta (y la magnitud del estrés) es corrientemente
caracterizado por el potencial hidrico (‘) y el contenido relativo de agua (RWC, es decir,
el contenido porcentual de agua en relacion al contenido de agua a hidratacion maxima)
(Turner 1988). Sin embargo, ha sido sefialado que el grado de estrés no puede ser definido
per se por el estado hidrico de la planta. Por ejemplo, el potencial hidrico puede ser en
muchos casos una consecuencia y no una causa del control de la apertura estomatica
(Tardieu 1997). Por otra parte, es bien conocido el hecho que las plantas pueden reaccionar
a estimulos provenientes del suelo, aun antes que puedan detectarse cambios en el
potencial hidrico (y ain mas del RWC) de las hojas (Passioura 1996 y referencias citadas
alli). Ademads, dado que existen importantes diferencias entre especies en el grado de
tolerancia al estrés, es dificultoso establecer parametros objetivos que definan al estrés y su
magnitud en forma general. Sin embargo, a pesar de las limitaciones sefialadas (Schulte
1992), es claro que el potencial hidrico y el RWC son las formas mas objetivas de
cuantificar el estatus hidrico y de hecho su uso esta ampliamente extendido en la literatura
(Hsiao 1973).

Sélo con el fin de poder comparar diferentes estudios, Hsiao (1973) defini6 tres
grados de estrés hidrico:
> Estrés leve: disminucion del potencial hidrico de algunos bares (décimas de MPa) o del
RWC enun 8-10 % respecto a plantas bien regadas bajo leve demanda evaporativa.
» Estrés moderado: disminucion del potencial hidrico mas acusada (aunque menor a (1.2-
1.5 MPa) o una disminucion del RWC entre un 10 y un 20%.
» Estrés severo: disminucion del potencial hidrico mayor a 15 bares (1.5 MPa) o
disminucion del RWC mayor a un 20%.

Esta escala, aunque de naturaleza arbitraria por las razones antes expuestas, sera

utilizada como referencia en el presente trabajo’.

1.1.4.4. Respuestas de las plantas al estrés hidrico
Diversos y numerosos procesos de la planta pueden ser alterados por el estrés

hidrico. Las respuestas pueden ser respuestas transitorias o bien involucrar cambios en la

* Otros autores (Flexas y Medrano 2002) sitian al estrés leve cuando el RWC posee valores entre
100 y 85%, el estrés moderado con RWC de 85-70% y severo con RWC por debajo de 70%.

7



Introduccion general

expresion génica. Por ejemplo, la expresion de gran cantidad de genes es modificada en
plantas de Arabidopsis thaliana sujetas a episodios de déficit hidrico (Bray 2002). El estrés
hidrico puede considerarse un sindrome complejo, integrado por una numerosa serie de
procesos, algunos de los cuales son deletéreos y otros son adaptativos (Chaves y col.
2002). Por lo tanto, es virtualmente imposible pormenorizar la totalidad de los procesos
que son afectados por el estrés hidrico. A continuacion se enumeran y describen
brevemente tres de las respuestas que se consideran mads relevantes en relacion al presente

trabajo:

Inhibicion del crecimiento: una de los primeros efectos del déficit hidrico sobre los
vegetales es la inhibicion de la elongacion celular y por ende, del crecimiento. Es bastante
conocido que el crecimiento de la raiz es menos sensible que el crecimiento de la parte
aérea, lo que conduce a un aumento de la relacion parte aérea / raiz (Mullet y Whitssit
1996). La variacion del area foliar es una de las respuestas macroscopicas mas tempranas

en plantas sufriendo déficit hidrico (Passioura 1996).

Cierre estomatico. El cierre estomatico (y la consecuente disminucion de la conductancia)
es uno de los efectos del estrés hidrico mas ampliamente conocido. El fenomeno esta
vinculado al aumento de los niveles xilematicos (o cambios en la compartimentalizacion)
del 4cido abscisico (4BA), aunque la intensidad de la respuesta puede ser modulada por
otros factores tales como el gradiente de presion parcial de vapor de agua (VPD) de forma
aun no del todo esclarecida (Tardieu 1997; Tardieu y Simonneau 1998). Es un hecho
conocido que el cierre estomatico puede inducirse ain antes de cualquier cambio
detectable en el W, y el RWC de las hojas, y actualmente se acepta la existencia de una
sefial proveniente de las raices (Flexas y Medrano 2002). La naturaleza ‘quimica’ o
‘hidraulica’ del control en el cierre estomatico asociado al estrés hidrico es un tema de
intenso debate y escapa al alcance del presente trabajo. La sefial que hipotéticamente
provendria de las raices ha sido asociada con el ABA, aunque el mecanismo exacto del
proceso parece ser complejo y no ha sido esclarecido atn (Davies y Gowing 1999).

El resultado obvio del cierre estomatico es la disminucion de la tasa transpiratoria y
por ende, del agua consumida por la planta. Como se vera mas adelante, la caida de la
conductancia estomatica (y la paralela disminucion de los valores de concentracion

intercelular de CO; o C;) produce una caida de la asimilacion de CO, y diversos efectos
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asociados, tales como acumulacion de poder reductor, susceptibilidad a la fotoinhibicion

y/o fotooxidacion, etc.

Ajuste osmotico. La acumulacion de osmolitos en las células vegetales resulta en una
disminucién del potencial osmotico, permitiendo el mantenimiento de la absorcion de agua
y de la presion de turgencia. En condiciones de estrés hidrico esto puede contribuir al
mantenimiento de diversos procesos fisioldgicos tales como la apertura estomatica, la
fotosintesis y la expansion celular (Serraj y Sinclair 2002). Esta respuesta al déficit hidrico
es conocida como ajuste osmotico (OA) u osmoregulacion. El impacto del OA en la
produccion agrondémica agrondémico ha sido puesto en duda recientemente, ya que en
general, la correlacion entre grado de OA4 y rendimiento se da en condiciones de estrés
extremo (o sea en situaciones de muy bajo rendimiento; Serraj y Sinclair 2002). Sin
embargo su papel en la fisiologia de la planta frente al estrés ha sido reportado en numeros
estudios (citas en Morgan 1980; Ike y Thurtell 1981; Babu y col. 1999). Debe sefialarse
que el verdadero ajuste osmoético ocurre cuando hay un aumento en el numero total de
moléculas osmoéticamente activas, no considerdndose como tal al aumento pasivo de
solutos que se produce en la deshidratacion de los tejidos (Nilsen y Orcutt 1996). Por lo
tanto, para la correcta evaluacion del OA4 debe medirse el potencial osmotico a turgencia
maxima, evitando asi el artefacto producido por la disminuciéon del volumen celular.
Existen diversos métodos para el analisis del OA4, siendo de amplia utilizacion las técnicas
psicrométricas (ej. por determinacion del punto de rocio; Briscoe 1984) en tejidos

previamente hidratados (Babu y col. 1999).

1.1.5. El estrés por bajas temperaturas
1.1.5.1. Conceptos
El término ‘bajas temperaturas’ es arbitrario, y se utiliza para designar aquellas
temperaturas por encima (‘chilling’) o por debajo de 0 °C (‘freezing’) que causan algun
tipo de dano a las plantas. En adelante, el concepto de estrés por bajas temperaturas se
referird exclusivamente al ‘chilling’, es decir el estrés causado por temperaturas que
pueden estar entre 0 y aproximadamente 15 grados, dependiendo de la especie que se trate.
Dado que las plantas son poikilotermas, las bajas temperaturas son un factor critico
en la distribucién de las comunidades vegetales y en el crecimiento de importantes
cultivos, como la soja y el maiz (Kratsch y Wise 2000), muchos de los cuales se llevan a

cabo cerca de los limites térmicos de la especie (Nilsen y Orcutt 1996). En general, los
9
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cultivos de origen tropical o subtropical (ej. tomate, maiz, soja) presentan susceptibilidad
al estrés por frio, en tanto que otros cultivos como el trigo y la cebada (originarios de
climas templados), muestran menor sensibilidad a este tipo de estrés. En general, los dafios
por bajas temperaturas en estos ultimos cultivos suelen ocurrir a umbrales mas extremos,

usualmente muy por debajo de cero grados (ca. —10 °C; Saulescu y Braun 2001).

1.1.5.2. Efectos de las bajas temperaturas en los vegetales

Al igual que lo mencionado para el estrés hidrico, los efectos de las bajas
temperaturas en las plantas incluyen cambios en la bioquimica y biofisica de las
membranas, en la sintesis proteica, modificaciones conformacionales en enzimas, en la
ultraestructura de mitocondrias y cloroplastos (Kratsch y Wise 2000) y en los
metabolismos fotosintético y respiratorio (referencias en Nilsen y Orcutt 1996) ademas de
disminucién del crecimiento y alteraciones en el desarrollo (Allen y Ort 2001). Uno de los
efectos mejor caracterizados de las bajas temperaturas es la disminucion de la fluidez de
las membranas. El frio produce la llamada ‘separacion de fases’, que si se prolonga en el
tiempo, impide a la biomembrana mantener los gradientes idnicos y el metabolismo
comienza a sufrir alteraciones. Finalmente, la muerte de la célula puede sobrevenir si el
dafio se acentua. En este sentido, ha recibido considerable atencion el papel de la
insaturacion de lipidos de membrana en la tolerancia a bajas temperaturas y de hecho éste
ha sido considerado como uno de los factores criticos entre los mecanismos de tolerancia
por frio (Nishida y Murata 1996). Aqui se prestara especial interés a los efectos sobre el
aparato fotosintético (en particular, la fotoinhibicion), tal cual se describe en la seccion
1.3.2. (pag. 18).

Es importante destacar que el estrés por bajas temperaturas es un sindrome
complejo y dificilmente puede ser separado completamente de otros tipos de estrés. Tal
cual fue mencionado anteriormente (seccion 1.1.4, pag. 5), es frecuente observar déficit
hidrico asociado a las bajas temperaturas. Este fendémeno puede tener diversas causas, entre
otras, la disminucion de la conductividad hidraulica de las raices y alteraciones en el grado
de control estomatico (Allen y Orr 2001) conduciendo a un desbalance entre captacion de
agua y transpiracion. Las plantas sometidas a bajas temperaturas muestran una caida (al
menos transitoria) en el potencial hidrico y el RWC (ej. Vernieri y col. 2001). De hecho, la
respuesta de aclimatacion al estrés hidrico asociado a bajas temperaturas estd recibiendo

considerable atencion en la actualidad (ver citas en Vernieri y col. 2001).

10



Introduccion general

El dafo inducido por bajas temperaturas varia ampliamente segun las especies,
tanto en magnitud como en la escala temporal en la que los primeros sintomas aparecen.
En algunas especies estos danos pueden aparecer durante el episodio de estrés, en otras, en
cambio, en el periodo posterior de recuperacion, en que las plantas son sometidas a
temperaturas ‘normales’ para la especie (Nilsen y Orcutt 1996).

La variabilidad en el grado de dafio también puede observarse a nivel celular, donde
unos componentes son mas dafiados que otros. Se ha sefialado que los cloroplastos parecen
ser las organelas mas sensibles a las bajas temperaturas (Nilsen y Orcutt 1996). Como se
vera mas adelante (seccion 1.2.2, pag. 16), tanto los procesos fotosintéticos que ocurren a
nivel tilacoidal (transporte de electrones, fotofosforilacion) como en el estroma

cloropléstico pueden ser alterados por episodios de bajas temperaturas.

1.1.5.3. Cuantificacion del estrés por bajas temperaturas

No existe una forma universal de caracterizar el grado de estrés térmico que sufre
una planta. Sin embargo, dado que - tal cual hemos mencionado antes- una de las
principales dianas del estrés por frio son las membranas bioldgicas, una forma de
cuantificar el grado de dafio es la medicion de la liberacion de iones mediante
conductividad eléctrica; (ej. Lee y col. 1997). Otras formas de uso bastante extendido son
la estimacion de alglin indicador de dafio (pérdida de clorofila, necrosis, muerte de plantas;
ej. Janowiak y Dorffling 1996). En los estudios de fotoinhibicidon asociada a las bajas
temperaturas, actualmente la forma mas utilizada para cuantificar el grado de dafio en el
aparato fotosintético es la medicion del rendimiento cudntico maximo del PSII (F\/F,, en

hojas aclimatadas a la oscuridad; ver Anexo, pag. 199; Tsonev y col. 2003).

1.1.5.4. Tolerancia a las bajas temperaturas

En comparacion al estrés por déficit hidrico, los mecanismos de tolerancia al estrés
térmico son menos conocidos aunque estan recibiendo considerable atencion en la
actualidad. Diversos respuestas de las plantas han sido vinculadas a una mejor tolerancia al
frio. Quizas el rasgo mejor caracterizado es el nivel de insaturacion de los lipidos de
membrana, ya mencionado anteriormente. La insaturacidon, entre otras cosas, protege al
PSII de la fotoinhibicion, acelerando el proceso de reemplazo del péptido DI a nivel del
centro de reaccion (Nishida y Murata 1996). Otros mecanismos han sido propuestos como
posibles mecanismos de tolerancia, aunque poseen menos apoyo experimental. Entre otros,

ha sido propuesto el ABA como un regulador que incrementaria la tolerancia al frio (Xin y
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Li 1992). Presumiblemente, el ABA podria actuar en forma indirecta a través de la mejora
del estatus hidrico (Pérez de Juan y col. 1997) o bien mediando otro tipo de respuestas (tal
como cambios a nivel de las membranas; Janowiak y Dorffling 1996). También las
poliaminas estan siendo estudiadas en este sentido, aunque aun se desconoce el mecanismo
exacto por el cual pueden incrementar la tolerancia al frio (por ejemplo Lee y col. 1997).
Finalmente debe mencionarse el papel de diversos antioxidantes en la tolerancia al frio, un
tema intensamente estudiado en la actualidad (por ejemplo lannelli y col. 1999; Payton y

col. 2001; Kang y Saltveit 2002; ver también secciones 1.4.2 'y 1.4.4, pags. 27 y 30).
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1.2. Estrés y fotosintesis

1.2.1. Déficit hidrico y efectos en la fotosintesis

Es un hecho ampliamente establecido que la tasa fotosintética decrece con
progresivas disminuciones del RWC y/o el potencial hidrico. Como fue mencionado
anteriormente, el cierre de los estomas inducido por el estrés hidrico —y reflejado como una
disminucién de la conductancia estomatica o g,- juega un papel central en esta respuesta
(ej. Lawlor 2002). Ademas no debe olvidarse el efecto del estrés hidrico sobre el
crecimiento, el cual conduce a una disminucion del area foliar del dosel vegetal (ej.

Passioura 1994) y por ende, de la capacidad total de asimilacion por parte del cultivo.

1.2.1.1. Limitacion estomatica versus limitaciones metabdlicas

Durante muchos afios se ha discutido si el cierre estomatico (y la disminucion
consecuente de CO, en los espacios intercelulares o C;) es la tinica causa de la caida de la
tasa fotosintética con el estrés, o bien si las causas pueden ser de tipo metabdlico. Es decir,
si existen ‘/imitaciones no-estomadticas’ de la fotosintesis (Escalona y col. 1999; Flexas y
col. 1998; Flexas y col. 2002; ver referencias en Lawlor 2002). Algunos autores intentan
explicar las limitaciones metabolicas de la fotosintesis como una consecuencia indirecta
mediada por la disminucién de C;. Por ejemplo, se ha reportado que la disminucion del C;
inhibe la actividad de enzimas como la sacarosa-fosfato sintasa, ejerciendo una efecto
‘feedback’ sobre la tasa de asimilacion (Vassey y col. 1991). Por otra parte, algunos
autores han sostenido la existencia de limitantes ‘no-estomaticas’ o metabdlicas per se (por
ejemplo, Tezara y col. 1999). La defensa de ambas posturas (es decir, limitaciones
estomaticas versus metabolicas) ha sido -y lo es ain hoy- materia de fuerte debate entre los
especialistas (por ejemplo Quick y col. 1992; Cornic y Massacci 1996; Cornic 2000;
Lawlor 2002; Lawlor y Cornic 2002; Medrano y col. 2002; Tang y col. 2002). La discusion
es compleja y escapa a los alcances de este trabajo, pero es probable que muchas de las
discrepancias entre estudios se deban a alguna de estas tres causas (Lawlor 2002):
» Cuestiones de tipo metodologico (por ejemplo, interpretacion de las curvas A/Ci para
evaluar las limitantes estomaticas y no estomaticas)
» Diferencias entre especies en el comportamiento frente al estrés (Quick y col. 1992)
» Diferencias en las condiciones experimentales (intensidad y forma de aplicacion del

estrés etc.)
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Entre las causas asociadas a la posible existencia de limitantes metabdlicas de la
fotosintesis con el estrés podemos citar: (a) limitacion por actividad de la Rubisco; (b)
regeneracion de Ribulosa 1,5 bisfosfato (RuBP) (c) limitacion por la disponibilidad de
ATP y NADPH y (d) disminucion del transporte electronico a nivel tilacoidal (Tezara y
col. 1999; Lawlor 2002)

1.2.1.2. Limitacion por Rubisco

El analisis de curvas A/C; indica que la actividad de la Rubisco disminuye a medida
que cae el RWC, y esto ha sido verificado mediante analisis de la actividad in vitro. En
general, la cantidad de la proteina sufre pocas modificaciones con el estrés, sugiriendo que
la disminucion de la actividad puede estar asociada a cambios en el nivel de activacion de
la enzima (Flexas y Medrano 2002; Parry y col. 2002). Aunque existen considerables
discrepancias entre diferentes trabajos, especies y metodologia utilizada para evaluar la
actividad de carboxilacion (ver referencias en Lawlor 2002), la disminucion de la actividad
total de Rubisco a menores RWC ha sido claramente demostrada en algunas especies
(Parry y col. 2002). Sin embargo, se desconoce en qué medida este fendmeno actua
realmente como limitante de la tasa fotosintética.

Se ha postulado que la disminucién de actividad de Rubisco podria estar vinculada
a la caida de actividad de la enzima Rubisco-activasa. De hecho, una disminucion de la
actividad in vitro de esta enzima ha sido reportada en plantas sometidas a estrés (Tezara y

col. 1999; Chaves y col. 2002; Parry y col. 2002).

1.2.1.3. Limitacion por la regeneracion de Ribulosa 1,5 bisfosfato y ATP

En este punto también existen discrepancias en la literatura, ya que si bien algunos
trabajos sugieren la limitacion por Ribulosa 1,5 bisfosfato (RuBP), otros estudios no
apoyan esta postura (ver referencias en Lawlor 2002). Medrano y Flexas (2001) revisaron
el tema exhaustivamente e indican que, comparada con la eficiencia de carboxilacion, la
regeneracion de RuBP parece ser mas sensible al estrés hidrico. De hecho, andlisis directos
del contenido de RuBP confirman estos hallazgos (Flexas y Medrano 2002).

La reduccién del contenido de RuBP a bajos RWC podria provenir de la limitacién
de unas o mas enzimas del ciclo de Calvin (PCR) (Flexas y Medrano 2002). Sin embargo,
algunas evidencias disponibles parecen indicar que el ciclo PCR per se no es la causa de la

caida de la tasa fotosintética a bajos RWC, sino mas bien la falta de disponibilidad de ATP
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(Tezara y col. 1999). Otros autores, sin embargo, no apoyan esta hipétesis (Cornic 2000).

Mas investigacion es necesaria en este campo para dilucidar estas cuestiones.

1.2.1.4. Transporte fotosintético de electrones y estrés: daio versus ‘downregulation’

Los procesos fotoquimicos a nivel del fotosistema II (PSI]) han mostrado ser
sensibles al estrés hidrico Sin embargo, la magnitud y consecuencias de esta sensibilidad
son variables seglin la especie y principalmente, la severidad del estrés (ver referencias en
Lu y Zhang 1998; Medrano y col. 2002). Bajo situaciones de estrés hidrico, la capacidad
de transporte electronico puede verse afectada por diversas causas: (a) disminucion en el
numero total de centros del PSII en estado funcional y (o) cambios en la eficiencia de los
centros funcionales (Flexas y Medrano 2002). La disminuciéon del niimero de centros
funcionales se relaciona a la integridad de la maquinaria fotosintética y podria ser asociada
con la llamada ‘fotoinhibicion cronica’ (Osmond y Grace 1995). Aunque existen pocos
estudios del dano directo, diversas evidencias sugieren que la maquinaria implicada en el
transporte de electrones es escasamente afectada, al menos a estreses moderados (Cornic y
Massacci 1996). En definitiva, se considera que el aparato fotosintético es relativamente
resistente a estos niveles de estrés (Cornic y Massacci 1996). Sin embargo, estreses
hidricos mas severos, los cuales pueden observarse en condiciones naturales de cultivo (ej.
Araus y col. 1998), podrian causar eventuales dafios a la maquinaria fotosintética.

Cuando se analiza el transporte lineal (o aciclico) de electrones (estimado por la
eficiencia cudntica del PSII, ¢psir), 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
aumento en la tasa de disipacion de energia al nivel de la antena del PSII (Nogués y Baker
2000; Flexas y col. 2002). En términos generales, la disminucion de la tasa del transporte
electrénico 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 CO;) 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 dafio, sino que seria
un proceso que puede revertirse cuando la situacion de estrés es superada (Lawlor 2002).

Esta ‘downregulation’, es un proceso complejo y ain no esclarecido completamente,
aunque se conoce que el gradiente transtilacoidal de pH (ApH) tiene un papel crucial,

descrito mas adelante (ver la seccion 1.3.3.1, pagina 20).
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1.2.2. Efectos de las bajas temperaturas sobre la fotosintesis

El estrés por bajas temperaturas produce efectos a diversos niveles del aparato
fotosintético. En primer lugar, promueve el cierre estomatico (por ejemplo, Perera y col.
1995), lo cual puede provenir de (a) la existencia de déficit hidrico ya mencionado
anteriormente (ver seccion 1.1.5.2, pagina 10), (b) por aumento de C; debido a la
disminucién de la tasa de asimilacion y (c) por efectos directos de las bajas temperaturas
en los estomas (Allen y Ort 2001). Tal como fue mencionado anteriormente, en ocaciones
puede resultar dificultoso discriminar los efectos de uno u otro tipo de estrés. Sin embargo,
algunos fendmenos observados en las plantas sometidas a frio parecen ser un proceso mas
bien exlusivo de este tipo de estrés. Un buen ejemplo de esto es la fotoinactivacion del
fotosistema II (evaluada por una caida del parametro F\/F,, ver mas adelante), fendmeno
que en general no se observa en condiciones de estrés hidrico.

Particularmente importante es el estrés por bajas temperaturas en presencia de luz
(‘light-chilling’), situacion que se produce, por ejemplo, en mafianas frias y soleadas de
regiones de clima templado (Van Breusegem y col. 1999). En plantas sensibles, ‘/light-
chilling’ puede afectar severamente todos los componentes del aparato fotosintético,
incluyendo el transporte electronico tilacoidal, el ciclo reductivo del carbono (PCR) y el
control de la conductancia estomatica (Allen y Ort 2001). Respecto al transporte
electronico, la combinacion de bajas temperaturas y altas irradiancias produce la llamada
‘fotoinhibicion cronica’ (0 mas modernamente, ‘fotoinactivacion’), un dafio permanente al
PSII (Osmond y Grace 1995). Las bajas temperaturas reducen las tasas de las reacciones
metabolicas y limitan los destinos (en este caso la fijacion de CO, y la fotorespiracion)
para la energia de excitacion absorbida Cuando esto sucede, aumenta el potencial de dafio
al PSII, en particular la proteina D/ del centro de reaccion (ver seccion 1.3, pagina 18).
Ademas, en estas condiciones es alterado el normal recambio de esta proteina, proceso
probablemente vinculado a cambios en la fluidez de las membranas tal como fue descripto
anteriormente. De hecho, diversas evidencias muestran que este parece ser un punto critico
en la tolerancia al frio, en particular el grado de insaturacion de los lipidos de membrana
(Nishida y Murata 1996).

Ademas de lo ya descripto en relacion al recambio de la proteina D1, otras hipdtesis
han sido propuestas para explicar la fotoinhibicion por frio (Hull y col. 1997 y referencias
citadas): (a) las bajas temperaturas incrementan la tasa de formacion de especies activas
del oxigeno o ROS (b) se reduce la capacidad de disipar el exceso de energia por el ciclo de

las xantofilas [sin embargo, algunos trabajos ponen en duda esta hipotesis; por ejemplo en
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Lycorpersicon se ha observado aumento de fotoproteccion por el ciclo de las xantofilas en
plantas sometidas a frio (Venema y col. 1999)], y (c) las bajas temperaturas reducirian la
proteccion ofrecida por antioxidantes. La ocurrencia de estrés oxidativo (y la respuesta
antioxidante) asociada a bajas temperaturas ha sido reportada en diversas especies
(Fadzillah y col. 1996; Wise 1995; Streb y Feirabend 1999; Kingston-Smith y col. 1999),
aunque se desconoce su implicacion en la fotoinhibicion asociada al frio (ver también

seccion 1.4.4).
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1.3. Fotoinhibicion, fotoproteccion, y fotoinactivacion

1.3.1. Definicion de términos

Existe cierta confusion en la bibliografia acerca del real significado del término
‘fotoinhibicion’. En un sentido general, fotoinhibicion es simplemente la disminucion de la
tasa fotosintética que se produce como consecuencia del dafio al aparato fotosintético
cuando existe excesiva radiacion (ej. Greer 1998). Otros autores utilizan el término
fotoinhibicion para la caida de eficiencia maxima del PSI/ (estimado por la disminucion de
la fluorescencia variable o F,. véase Anexo, pag. 199) no reversible en oscuridad (ej. van
Wijk y van Hasselt 1993). Por otra parte Osmond y col. (1999) definen a la fotoproteccion
como una caida (dependiente de la luz y de caracter en general rapidamente reversible) en
la eficiencia en los procesos fotoquimicos, indicada por una disminucioén en la relacion
fluorescencia variable / fluorescencia maxima (F,/F,), acompafiado de una caida de la
sefal de fluorescencia en la oscuridad Fy. También aumenta el llamado ‘quenching no-
fotoquimico’ (gN o NPQ), parametro que indica la tasa disipacion térmica del exceso de
energia a nivel del PSII. (véase Anexo, pag. 199). De esta manera, la fotoproteccion puede
ser capaz de prevenir la fotoinactivacion, disminuyendo la presion de excitacion en el
centro de reaccion del PSII. Fotoinactivacion, por otra parte, se refiere a un fendémeno
dependiente de la luz en los procesos fotoquimicos primarios, que es lentamente reversible,
a menudo acompafiado por una aumento de Fy y correlacionado con una disminucion en la
poblacion de centros de reaccion del PSII funcionales. El incremento de Fy evidencia un
aumento en la fluorescencia de la antena cuando el centro de reaccion es inactivado
durante la exposicion a excesiva radiacion. En resumen, fotoproteccion involucraria
cambios principalmente a nivel de la antena y fotoinactivacion en el centro de reaccion del
PSII. Aunque se considera que la fotoproteccidon minimiza la fotoinactivacion, ambos
procesos pueden superponerse y a menudo son dificiles de distinguir entre si (Osmond y
col. 1999). Por ejemplo, la persistencia de mecanismos de fotoproteccion durante la noche
(‘sustained photoprotection’) puede ser confundido con procesos de fotoinactivacion, ya
que en ambos casos puede verificarse una caida del parametro F,/F,, aunque las causas

subyacentes en una y otra situacion son diferentes (Osmond y col. 1999).

1.3.2. Naturaleza de la fotoinactivacion
Aunque se ha propuesto mas de un mecanismo para explicar la fotoinactivacion (e;j.
Leitsch y col. 1994), el mejor caracterizado es el dafio a nivel de una de las proteinas del

centro de reaccion del PSII. La sobreexcitacion del aparato fotosintético en condiciones de
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intensa radiacion puede conducir a la pérdida de la funcion del centro de reaccion del PSII,
principalmente de un componente clave, la proteina D/. Esta proteina es altamente
inestable -de vida media muy corta- siendo sometida a un continuo recambio a través de
re-sintesis en los ribosomas cloroplasticos. La pérdida de funcién de los centros de
reaccion del PSII es un proceso inevitable luego que una cierta cantidad de fotones es
absorbida (Anderson y col. 1997). Sin embargo, se desconoce aiin el mecanismo molecular
del inicio de la fotoinactivacion.

Es bien conocido que la pérdida de funcionalidad de los centros de reaccion es
incrementada cuando la sintesis de proteinas en el cloroplasto se inhibe utilizando
lincomicina (Tyystjarvi y col. 1999). Esto pone en evidencia que, en definitiva, el grado de
fotoinactivacion refleja un balance entre dafo y reparacion (ej. Andersson y Barber 1996).

Uno de los aspectos peor conocidos en relacion a la fotoinactivacion es la real
implicancia de las ROS. En este sentido existen evidencias contradictorias. Algunos
trabajos muestran evidencias de la participacion de ROS, en particular del oxigeno
singulete. Recientemente se ha reportado que la sobre-expresion de algunas ezimas
antioxidantes (ej. ascorbato peroxidasa) mejora la tolerancia al frio (Payton y col. 2001).
Por otra parte, la aplicacion de un pretratamiento con H,O, aumenta la capacidad
antioxidante (principalmente glutatién) y la supervivencia de plantas de algunas especies
sometidas a bajas temperaturas (ej. Yu y col. 2002). Sin embargo se desconoce si este
efecto es mediado a través de la supresion de la fotoinhibicion. Ademas hay trabajos que
ponen en duda la participacion de ROS en la fotoinactivacion (referencias en Tyystjarvi
2004). Tal cual senala este autor, la fotoinhibicion del PSII ocurre rapidamente en
condiciones de anaerobiosis, sugiriendo que las ROS tendrian un rol marginal en este
proceso. En resimen, la vinculacion entre ROS y la fotoinactivacion no ha sido atn

claramente establecida y mas investigacion es requerida en este sentido.

Finalmente, debe subrayarse que algunos autores consideran que la fotoinactivacion
no es un proceso deletéreo per se. Mas aun, puede representar una estrategia fotoprotectiva
de aclimatacién en situaciones de estrés (Anderson y col. 1997). De esta manera, el
recambio de la proteina D/ funcionaria como un ‘fusible’, evitando que el dafio se extienda
a todo el aparato fotosintético. Es decir, la inactivacion de esta parte del transporte
electronico actia como una valvula de seguridad para la totalidad de la cadena

transportadora de electrones (Nilsen y Orcutt 1996).
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1.3.3. Mecanismos de fotoproteccion en situaciones de estrés

Entre los mecanismos que protegen a la planta contra el exceso de luz, pueden
distinguirse los siguientes (Demmig-Adams y Adams 1992): (i) aquellos que previenen la
absorcion de luz excesiva (if) aquellos que disipan el exceso de energia absorbida y (iif)
finalmente, mecanismos que eliminan las especies toxicas formadas por el exceso de
energia.

Entre los procesos que previenen la absorcién excesiva de luz, son ampliamente
conocidos los movimientos foliares paraheliotropicos (Cornic y Massacci 1996) y el
desarrollo de estructuras reflectantes en la epidermis (pubescencia, ceras, sales; Lambers y
col. 1998). Otra tipica respuesta fotoprotectiva son los movimientos fototaxicos de los
cloroplastos, los cuales se ubican en forma paralela a los rayos solares cuando la
irradiancia es alta, protegiendo al PSII de la fotoinactivacion (Park y col. 1996). También
podria tener cierta importancia la existencia de compuestos ‘pantalla’(ej. antocianos) que
reducen la cantidad de luz absorbida por la clorofila, pero su rol fotoprotector no ha sido
dilucidado atn (Dodd y col. 1998 y citas en este trabajo). Finalmente, estan los sistemas
que disipan el exceso de energia (ver secciones siguientes) y los que eliminan las especies
toxicas (sistemas ‘antioxidantes’) lo cual sera desarrollado extensamente en secciones

subsiguientes.

1.3.3.1. Ciclo de las xantofilas. Vinculacion mecanistica con el NPQ

El proceso de disipacion térmica (no-radiativa) mejor caracterizado involucra al
llamado ‘ciclo de las xantofilas’. Bésicamente, es la interconversion dependiente de la luz
de tres xantofilas (carotenoides oxigenados): violaxantina, anteraxantina y zeaxantina.
Es una reacciéon ciclica involucrando una secuencia de de-epoxidacion del di-epdxido
violaxantina via el mono-epdéxido anteraxantina para formar la zeaxantina (sin grupos
epodxidos). La reaccion es revertida por una secuencia de epoxidacion (Demmig-Adams y
Adams 1992). Estas reacciones son catalizadas por dos enzimas tilacoidales denominadas
violaxantina de-epoxidasa (VDE) y zeaxantina-epoxidasa respectivamente. El ciclo esta
regulado por la luz, ya que la violaxantina se de-epoxida a anteraxantina y zeaxantina a
altos PPFD (o en situaciones de disminucion de la fotosintesis producida por estrés). En
oscuridad (o cuando el factor de estrés es removido), la zeaxantina es epoxidada

nuevamente a violaxantina.
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Figura 1. Estructuras moleculares de la violaxantina, anteraxantina y zexantina y su
interconversion en el ciclo de las xantofilas. La conversion de violaxantina a zeaxantina
es catalizada por la violaxantina de-epoxidasa en presencia de luz y/o estreses
ambientales. La zeaxantina se reconvierte a violaxantina en la oscuridad mediante la
catalisis de la zexantina epoxidasa (aunque en ocasiones puede permanecer como
zexantina en la oscuridad, en particular en casos de estreses ambientales).(extraido de
Lambers y col. 1998)

Aunque los aspectos mecanisticos del ciclo y su vinculacion con la disipacion de
energia no han sido dilucidados (Gilmore 1997; Ort 2001), estd claro que el proceso es
regulado por el gradiente transtilacoidal de pH (ApH). Un bajo pH en el lumen tilacoidal
(por ejemplo, en situaciones de exceso de irradiancia) promueve la de-epoxidacion de la
violaxantina a zeaxantina (Gilmore 1997). Otro aspecto bien conocido es que la reaccion
catalizada por la VDE requiere acido ascorbico como co-substrato (Miiller y col. 2001). La
presencia del acido ascorbico es critica, ya que mutantes de Arabidopsis deficientes en este
compuesto presentan una menor actividad de-epoxidasa, menores niveles de zeaxantina vy,
consecuentemente, menor NPQ (Miiller-Moul¢ y col. 2002).

En general existe una estrecha correlacion positiva entre los niveles de zeaxantina
(y anteraxantina) y el indice NPQ (Gilmore y Yamamoto 1991; Gilmore y Yamamoto
1993; Munné-Bosch y Alegre 2000a), pero en algunos casos la relacion es algo mas débil
(por ejemplo, Fleck y col. 1998). Aunque la correlacion no indica a priori una relacion
causa-efecto entre ambos procesos, la vinculacion mecanistica entre la presencia de
zeaxantina y el NPQ ha sido bien documentada mediante diversas aproximaciones: (a) el
ditiotreitol inhibe simultdneamente la de-epoxidacion de la violaxantina y al NPQ
(Gilmore y Yamamoto 1991) (b) mutantes de Arabidopsis con actividad reducida de VDE,
muestran reducidos niveles de NPQ (Niyogi y col. 1998); similares resultados se han

obtenido en mutantes de Chlamydomonas (Niyogi 1999). Sin embargo, es claro que la
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presencia de zeaxantina es condicion necesaria aunque no suficiente para el desarrollo del
NPQ in vivo (en particular el componente llamado gE o quenching dependiente de energia)
(Peterson y Havir 2000; ver referencias en Miiller y col. 2001). En mutantes de
Arabidopsis que acumulan altos niveles constitutivos de zeaxantina, el NPQ es solo
inducido por un bajo pH en el lumen tilacoidal (Niyogi y col. 1998; Niyogi 1999), es decir,
la membrana tilacoidal debe estar en una forma ‘energizada’ (Demmig-Adams y Adams
1992; Gilmore 1997). Aln no se ha aclarado el papel de la anteraxantina en el proceso de
disipacion térmica, aunque algunos estudios sugieren un papel en el NPQ para esta
xantofila (Goss y col. 1998). Segin algunos autores, la anteraxantina contribuye al
‘quenching no fotoquimico’ y podria ser la responsable del NPQ independiente de
zeaxantina (Gilmore y Yamamoto 1993). Esto ha conducido a expresar el estado de-
epoxidacion (DPS) como la cantidad de zeaxantina sumada a la de anteraxantina, referida a
la suma de la tres xantofilas del ciclo [(es decir, DPS = (Z+ A) /(V + A + Z)] (Gilmore y
col. 1998). Por otra parte, es incierto el papel de la luteina (una xantofila muy abundante en
los tilacoides) en el proceso de disipacion térmica, aunque algunas evidencias sugieren que
este carotenoide podria explicar al menos parte del NPQ (Niyogi 1999; Miiller y col.
2001). Finalmente, debe mencionarse que algunos autores consideran a la zeaxantina como
un modulador alostérico que propicia los cambios conformacionales vinculados a la

disipacion de calor, pero que no es el ‘quencher’ per se (Horton y col. 1996).

1.3.3.1.1. Cambios espectrales asociados al NPQ

Cuando una hoja es iluminada, uno de los procesos asociados a la aparicion del
NPQ es el llamado ‘green-shift’ o cambio de absorbancia en el verde (A = 500 nm). La
disminuciéon de la absorbancia en esta zona del espectro posee en realidad dos
componentes: (a) un cambio de absorbancia centrado en 505 nm, el cual esta asociado a la
aparicion de zeaxantina y (b) una disminucion de la absorbancia a 535 nm, fenémeno
atribuido a cambios conformacionales que ocurren luego de la protonacion del complejo
recolector de luz (LHC) en presencia de zeaxantina (Bilger y Bjorkman 1990). Desde hace
tiempo se conocia que el ‘green shift’ era inhibido (en paralelo a la de-epoxidacion de la
zeaxantina y a la aparicion del NPQ) por el DTT, sugiriendo que estos tres procesos
formarian parte de un mismo mecanismo (Gilmore 1997). De hecho, esto ha sido
confirmado con la utilizacion del mutante npg! de Arabidopsis. En este mutante, que no
posee actividad de VDE (y por lo tanto no es capaz de sintetizar zeaxantina), se observa un

nivel muy bajo de NPQ y carece de los cambios de absorbancia en la zona verde del
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espectro (Niyogi y col. 1998). Como se verd en el Capitulo 4, estos cambios de
absorbancia pueden ser utilizados para analizar en forma no destructiva el estado del ciclo
de las xantofilas, a través de mediciones espectroradiométricas de la luz transmitida o

reflejada por la hoja.

1.3.3.1.2. Papel protector de las xantofilas

El ciclo de las xantofilas estd ampliamente extendido en vegetales superiores, algas
verdes (Chlorophyta) y pardas (Phaeophyta). Ademds, algunos organismos presentan
interconversiones entre otras xantofilas que putativamente podrian tener funcién similar’.
El papel protector del ciclo de la xantofilas ha sido puesto de manifiesto mediante el uso de
diversos mutantes de Arabidopsis. Segiin Miiller y col. (2001) mutantes deficientes en la
funcion normal del ciclo presentan mayor susceptibilidad a la fotoinhibicion, foto-
oxidacién y a la senescencia prematura a altas irradiancias. Sin embargo, el sistema
fotoprotector parece ser redundante, existiendo mecanismos alternativos que compensan la
deficiencia de algiin componente. Por ejemplo, el crecimiento del mutante de Arabidopsis
npql (que carece de zeaxantina) es similar al genotipo silvestre en presencia de altas
irradiancias (Niyogi 1999).

Finalmente, debe mencionarse que existen crecientes evidencias de otras funciones
protectoras para la zeaxantina, tales como eliminacion directa de especies activas del
oxigeno, en particular oxigeno singulete. Sin embargo, existen escasos estudios al respecto

(citas en Sarry y col. 1994; Havaux y col. 2000).

1.3.3.2. Destinos alternativos de electrones

Aunque el transporte fotosintético de electrones puede sufrir una ‘regulacion a la
baja’ (‘downregulation’) en condiciones de estrés, cominmente ésta suele ser de menor
magnitud que la caida de la tasa fotosintética. Como consecuencia de la reduccion del
consumo de ATP y NADPH por la asimilaciéon de CO,, el poder reductor (electrones)
generado en el transporte de electrones debe ser consumido en otros procesos. Estos
‘sumideros’ que funcionan como destinos alternativos de electrones son
fundamentalmente: (a) la fotorespiracion y (b) la reduccion univalente del oxigeno a nivel

del fotosistema I (‘reaccion de Mehler’) (Foyer y col. 1994).

7 Las diatomeas y otras algas eucaridticas presentan el ‘ciclo de la diadinoxantina’ (interconversion entre el
mono-epoxido diadinoxantina y la diatoxantina). En la angiosperma parasita Cuscuta reflexa se ha
propuesto el ciclo de la 5,6 epoxi-luteina, que se interconvierte con la luteina (ver referencias en Miiller y
col. 2001).
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1.3.3.2.1. Fotorespiracion

La fotorespiracion es la reduccion del O, mediada por la reaccion oxigenasa de la
Rubisco (en plantas C;) y las reacciones subsiguientes de la ruta del glicolato. En principio,
la fotorespiracion es un proceso inherente a las propiedades de la Rubisco y mucho se ha
debatido acerca del supuesto rol protector de este proceso en plantas sometidas a estrés
(Flexas y Medrano 2002; Noctor y col. 2002). Diversos estudios muestran un aumento de
la fotorespiracion en situaciones de estrés hidrico (Wingler y col. 1999) aunque es incierto
el grado de proteccidon que ejerce el proceso. Aunque algunos estudios reportan un efecto
protector de la fotorespiracion (Kozaki y Takeba 1996; Park y col. 1996), otros trabajos
sugieren evidencias en contra (ej. Nogués y Alegre 2002). Se ha sugerido que el consumo
de electrones por la fotorespiracion puede tener importancia como fotoprotector en
situaciones de PPFD moderados. A altas irradiancias; sin embargo, el proceso parece ser
insuficiente para proteger del dafio al aparato fotosintético (Flexas y Medrano 2002). Otros
mecanismos (tal como el ciclo de las xantofilas) han sido sefialados como mas relevantes
en la proteccion del aparato fotosintético frente al fotodafio inducido por estrés hidrico
(Brestic y col. 1995). Aunque es evidente que en situaciones de estrés la fotorespiracion se
incrementa en términos relativos respecto a la asimilacion de CO,, es menos claro si la via

fotorespiratoria aumenta también en términos absolutos (Noctor y col. 2002).

1.3.3.2.2. Reaccion de Mehler y procesos relacionados

Se conoce como ‘Reaccion de Mehler’ a la reduccion univalente del oxigeno a
nivel del fotosistema I, donde la ferredoxina (Fd) transfiere un electron a la molécula de
oxigeno, produciendo el radical superoxido (O,) que luego dismuta a perédxido de

hidrogeno (Foyery col. 1994):

2 02 + 2 Fdreducida _> 2 O _2 + 2 FdOXidada (1)

205+2H" — > H0,+0; )

La dismutacion del superoxido (reaccioén 2) puede ocurrir espontdneamente, pero en la
célula la velocidad de la reaccion es sensiblemente aumentada por la enzima superoxido
dismutasa (SOD). Aunque existen otros sitios de produccion de anion superdxido (por
ejemplo, Ananyev y col. 1994), la reaccion de Mehler (‘flujo pseudociclico de electrones’)

parece ser el mas importante (Foyer y col. 1994). Este flujo de electrones al oxigeno puede
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aumentar en condiciones de estrés, pero ocurre aun bajo condiciones Optimas para la
fotosintesis (Foyer y col. 1994).

El peroxido de hidrogeno formado en la reaccion (2) es removido por la ascorbato
peroxidasa (APX), en una reaccion que utiliza acido ascorbico como substrato. La reaccion
produce el monodehidroascorbato (una forma oxidada del acido ascérbico) y agua. Los
electrones que siguen la via de la reaccion de Mehler (que provienen en definitiva de la
foto-oxidacion del agua en el PSI/) finalmente reducen al oxigeno molecular para producir
agua. Por esta razon, esta secuencia de reacciones ha sido denominada ‘ciclo agua-agua’
(Asada 1999; Mittler 2002). Ademas de la eliminacion de especies toxicas (tales como el
superoxido y el peréxido de hidréogeno), el ciclo permite mantener un alto ApH y por
consiguiente, propicia la ‘downregulation’ del PSII. El ciclo y sus procesos relacionados,
por lo tanto, tendrian un papel protector para el aparato fotosintético (Mittler 2002),
aunque es incierta la capacidad real de esta via para sostener el transporte electronico (citas
en Niyogi 1999). Algunas evidencias sugieren escasa importancia de este proceso respecto

de otros mecanismos protectivos (Clarke y Johnson 2001).
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1.4. Estrés oxidativo y antioxidantes en vegetales

1.4.1. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

El oxigeno molecular en estado basal es relativamente poco reactivo (Foyer y col.
1994). Sin embargo, existen formas ‘activadas’ conocidas como ‘especies reactivas del
oxigeno’ (ROS). Son especies quimicas altamente oxidantes que -dependiendo de la
especie de ROS que se trate- pueden dafiar diversos componentes celulares tales como
lipidos (Moran y col. 1994) y proteinas (Roberts y col. 1991; Berlett y Stadtman 1997).
Dentro del grupo de las ROS podemos encontrar radicales libres (especies quimicas con
uno o mas electrones desapareados en sus orbitales externos), tales como los ya nombrados
anion superoxido (0, ") y el radical hidroxilo (HO"). Por otro lado, entre las formas no-
radicales encontramos el peréxido de hidrégeno (H,O,)y el oxigeno singulete ('O,). Las
ROS son producidas en diversos lugares de la célula; algunos de los sitios de produccion de

ROS'y los componentes del sistema antioxidante de la célula son resumidos en la Tabla .

Tabla I. Principales sitios de produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y los
respectivos mecanismos de detoxificacion (‘scavengers’).

ROS Sitio primario de ‘Scavengers’
produccion
Pero6xido de hidrogeno H,0, | Peroxisomas Catalasa
(fotorespiracion)

Diversos compartimentos | APX, glutation

celulares (clp, mit, cit.)

Anién radical superéxido | O, | Diversos compartimentos | SOD, ac. ascorbico,

celulares (clp, mit, cit.) glutation.
Oxigeno singulete 0,' |Tilacoides o-tocoferol, carotenoides
Radical hidroxilo HO" | Diversos sitios (ej.‘reaccion | ac. ascorbico

de Haber-Weiss’ en

cloroplastos)
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Figura 2. Algunos sitios de produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) a nivel del
cloroplasto. (1) Formacion de oxigeno singulete al nivel de la antena del PSII (LHCII), (2)
formacion de radical superoxido a nivel del FSI (reaccion de Mehler o ‘transporte
pseudociclico de electrones’; (3) dismutacion del anion superoxido (reaccion catalizada
por la superoxido dismutasa (SOD); (4) formacion de radical hidroxilo a partir de
superoxido y peroxido de hidrogeno (‘reaccion de Haber-Weiss’). El diagrama es un
esquema simplificado. Por razones de espacio solo se han incluido algunos elementos mas
destacables y no se ha respetado la estequiometria de las reacciones involucradas.

1.4.2. Sistemas antioxidantes en las células vegetales

Las ROS producidas en las células son eliminadas por diversos antioxidantes®.
Convencionalmente, éstos han sido clasificados como enzimadticos y no enzimadticos,
aunque en muchos casos ambos tipos de antioxidantes funcionan en forma coordinada (por
ejemplo Foyer 1994).
Antioxidantes enzimdticos: en este grupo se encuentran diversas enzimas (ver tabla en
pagina anterior) tales como la catalasa (¢j. elimina H,O; en los peroxisomas), superoxido
dismutasa (SOD, elimina el anion-radical superdxido), ascorbato peroxidasa (APX,
elimina H,O, en diversos compartimentos) y glutation reductasa (regeneracion del

glutation).

% El término ‘antioxidante’, aunque universalmente utilizado, no estd exento de ambigiiedad. La cualidad de
pro-oxidante o antioxidante no es una propiedad intrinseca de cada compuesto, sino que depende de los
potenciales redox de las especies quimicas involucradas. El dcido ascorbico, por ejemplo, puede
comportarse también como pro-oxidante en presencia de altas concentraciones de hierro (Buettner y
Jurkiewicz 1996).
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Antioxidantes no enzimdticos. En este grupo pueden distinguirse los antioxidantes
hidrosolubles y los liposolubles. Entre los primeros (importantes en el citoplasma, estroma
cloroplastico etc.) destacan el dcido ascorbico y el glutation (Foyer y col. 1994). Entre los
antioxidantes liposolubles (presentes en membranas) se encuentran los carotenoides
(carotenos y xantofilas; Young 1991) y el a- tocoferol (Munné-Bosch y Alegre 2002).
Existe ademdas gran cantidad de moléculas antioxidantes putativos (flavonoides,

diterpenos), cuyo papel estd siendo estudiado actualmente (ej. Munné-Bosch y Alegre

2000c).

1.4.3. Acido ascorbico y su papel en los mecanismos protectivos.

El acido ascorbico es una molécula que posee un papel central en el sistema
antioxidante e, indirectamente, en la fotoproteccion de la célula (Smirnoff 2000). Ademas
de su posible papel en la expansion celular, entre sus funciones mas relevantes se pueden
citar: (a) eliminacion directa no-enzimatica del O,”,OH y 'O, (Buettner y Jurkiewicz
1996; Smirnoft 2000) (b) eliminacion del H,O, en la reaccion catalizada por la ascorbato
peroxidasa (Smirnoff 2000) (c) activacion de la VDE en el ciclo de las xantofilas (por
ejemplo, Ivanov y Edwards 2000) y (d) regeneracion del o-tocoferol (Munné-Bosch y
Alegre 2002).

Disipacién de —— Fig'ura. 3. Algunc.zsfunciones
energia (NPQ) Eliminacion antz?xfdantes y jgtoprotectoras
A directa de ROS del acido ascorbico.
NPQ,, ‘quenching no

(activacion de la

Ciclo de las fotoquimico’; ROS, reactive
xantofilas & oxygen species; VDE,
vDE) dcido violaxantina de-epoxidasa
ascorbico
Eliminacién %
enzimatica del f

H,0, (reaccion Regeneracion

peroxidasa de Mehler) del o-tocoferol

El acido ascorbico es una molécula muy abundante en los tejidos vegetales,
pudiendo hallarse en concentraciones milimolares en cloroplastos y otros compartimentos
celulares (Smirnoff 2000; Mittler 2002). En definitiva, el acido ascérbico se encuentra en
la base de muchos procesos fotoprotectivos y de eliminacion de ROS (Figura 3). En
relacion a su papel antioxidante, debe destacarse la relativamente alta estabilidad del

producto primario de su oxidacion, el monodehidroascorbato (Smirnoff 2000).
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En resumen, es importante estudiar la implicancia de este antioxidante en la
proteccion del aparato fotosintético, el cual puede ser sujeto a dafio oxidativo en

situaciones que aumenten la produccion de ROS.
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1.4.4. Estreses abioticos y dafio oxidativo en plantas

Diversos factores pueden conducir a un desajuste entre la formacion de ROS'y su
eliminacion (desajuste entre especies quimicas pro y antioxidantes), fendmeno conocido
como ‘estrés oxidativo’. Diversos factores ambientales han sido vinculados a la existencia
de estrés oxidativo en plantas, tales como el déficit hidrico (Moran y col. 1994; Menconi y
col. 1995; Sgherri y col. 1996; Bartoli y col. 1999; Chool Boo y Jung 1999; Munné-Bosch
y Alegre 2000b,c) y las bajas temperaturas (Prassad y col. 1994; Wise 1995; Prassad 1996;
Lee y Lee 2000; Yu y col. 2002). Estos estreses promueven la disminucién en la
utilizacion de poder reductor a nivel del aparato fotosintético, debido a una baja en la
disponibilidad de CO, (cierre estomatico inducido por estrés hidrico) o por una caida en la
actividad de los procesos metabolicos y dafio a membranas (ej. bajas temperaturas). Como
consecuencia, se intensifica la cesion de energia de excitacion (o de electrones) al oxigeno
molecular. La reaccion de Mehler (produccion de anion superdxido a nivel del PSI) y la
formacion de oxigeno singulete pueden verse aumentadas bajo estrés hidrico (Smirnoff
1993) y térmico (Wise 1995). Adicionalmente, el estrés hidrico puede incrementar los
niveles celulares de metales de transicion (en particular Fe), los cuales actian como
catalizadores en la produccion de radical hidroxilo a través de la mencionada reaccion de
Haber-Weiss (Iturbe-Ormaetxe y col. 1998). Esto exacerbaria el dafio oxidativo asociado a
este tipo de estrés.

En definitiva, estreses abidticos como el déficit hidrico y las bajas temperaturas
producirian una situacién de dafio oxidativo si la capacidad antioxidante es superada por la
generacion de ROS. Sin embargo, tanto la produccion de ROS como la respuesta
antioxidante es variable de acuerdo a la especie y la severidad del estrés (por ejemplo
Smirnoff 1996; citas en Iturbe-Ormactxe et al. 1998).

Las ROS producen diversos dafios a los componentes celulares tales como la
peroxidacion de lipidos (Munné-Bosch y Alegre 2002), la oxidacion de proteinas (Berlett y
Stadtman 1997) y dafios al propio ADN (ej. Veselova y col. 2001). Las proteinas pueden
sufrir diversos tipos de dafno oxidativo, entre los que se destacan la aparicion de grupos
carbonilos (‘carbonilacion’) (Levine y col. 1994). El dafio oxidativo a estas
macromoléculas puede conducir a una pérdida (o disminucion) de su funcion. Finalmente,
el crecimiento y (virtualmente) el rendimiento agrondmico, podrian verse afectados si el

dafio no es reparado.
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Figura 4. Estrés abidtico, dario oxidativo y posibles impactos en las plantas

En condiciones de estrés hidrico la magnitud del estrés oxidativo y el dafio a las
estructuras celulares esta directamente relacionado con el grado de afectacion de la
actividad fotosintética (Smirnoff 1996). Tal como hemos sefialado anteriormente, la
disminucion de la fotosintesis depende de numerosos factores tales como la especie, el
grado de estrés (en magnitud y velocidad) y la irradiancia recibida durante el episodio de
estrés

La respuesta antioxidante ante situaciones de estrés ha sido relativamente bien
estudiada (por ejemplo, Menconi y col. 1995; Sgherri y Navari-Izzo 1995; Bartoli y col.
1999; Munné-Bosch y Alegre 2000c; Sgherri y col. 2000); sin embargo, el grado de dafio
oxidativo a componentes del aparato fotosintético ha recibido menor atencidon. Debe
destacarse el hecho que, dada la dificultad en conocer los niveles estacionarios de la
totalidad de las ROS y de los antioxidantes involucrados en un sistema biologico, la
medicidon de pardmetros de dafo oxidativo (tal como presencia de grupos carbonilos en
proteinas o peroxidacion de lipidos) resulta fundamental para poder estimar si existe
realmente o no estrés oxidativo. Por otra parte, el dano oxidativo a componentes del
cloroplasto podria explicar (o al menos contribuir) a la aparicion de limitantes no-
estomaticas de la fotosintesis, tal como fue explicado anteriormente. Finalmente, el estudio
del grado de impacto del deterioro al aparato fotosintético (y su prevencion por
mecanismos de proteccion) en situaciones de estrés puede ser relevante a la hora de disefiar

posibles dianas mediante técnicas biomoleculares.
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1.5. Estrés hidrico y productividad de cultivos

1.5.1. Concepto de tolerancia al estrés en un contexto agronémico

En un marco fisioldgico, a menudo la tolerancia a estreses abioticos como la sequia
estda asociada a la supervivencia de la planta. Sin embargo, desde un punto de vista
agrondémico, la tolerancia se entiende mas bien en términos del rendimiento (magnitud y
estabilidad) de un cultivo en condiciones limitantes de disponibilidad hidrica (Passioura
1997). La distincioén entre ambos conceptos no es solo semantica. ‘Tolerancia fisiologica’
y ‘tolerancia agronomica’ pueden ser conceptos, incluso, contrarios. Los intentos de
conferir tolerancia a los cultivos frente a factores de estrés estan fuertemente influenciados
por esta confusion conceptual: un determinado cardcter que puede ser adaptativamente
importante en términos de tolerancia fisiologica, puede ser negativo en un sentido
agronémico. Por ejemplo, la seleccion de variedades que posean mayor eficiencia del uso
del agua (WUE, es decir, la razon entre biomasa producida y el agua evapotranspirada),
puede ser beneficiosa si consideramos la supervivencia de la planta en condiciones muy
limitantes de disponibilidad hidrica. Sin embargo, si la mayor WUE viene acompanada de
una disminucion sustancial del total de agua utilizada, probablemente esto tendra un efecto
negativo en términos de acumulacion de biomasa y rendimiento agrondémico. En otras
palabras, desde una perspectiva ecofisiologica, aquellas respuestas adaptativas que
confieren a las plantas capacidad para tolerar la sequia (es decir, sobrevivir en condiciones
de estrés severo), tendran posiblemente un efecto negativo en términos de rendimiento. Por
el contrario, se considera que aquellos caracteres que otorgan a la planta la capacidad de
evitar el estrés hidrico (por ejemplo, mayor capacidad de absorcion de agua), virtualmente
no tendrén ‘penalizaciones’ en términos de rendimiento potencial (Araus y col. 2002a). Es
decir, en términos agrondémicos podrian ser mas relevantes los mecanismos de

escape/evitacion que los de tolerancia propiamente dichos.

1.5.2. Tolerancia al estrés versus rendimiento potencial

Cuando se representa en un eje de coordenadas el rendimiento de diversos
genotipos en varias sitios geograficos (o en un mismo sitio, bajo condiciones de cultivo
diferentes, como por ejemplo variando el aporte hidrico), en funcion del rendimiento
agronomico promedio de cada una de esas localidades (entendido éste como un indice
ambiental del grado de limitacion hidrica), se obtiene una recta que nos indica como se
comporta cada genotipo ante situaciones mas 0 menos estresantes (menores o mayores

rendimientos promedio respectivamente; Finley y Wilkinson 1963). Cuando se incluyen
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diversos genotipos en este tipo de analisis, es frecuente observar que las variedades que
poseen mayor rendimiento potencial (es decir, en condiciones de escasa limitacion
hidrica), poseen comparativamente menores rendimientos en situaciones de estrés severo
(es decir, localidades con bajos rendimientos promedio). En el ejemplo de la Figura 5 se

utiliza este enfoque para evaluar el comportamiento de dos cultivares hipotéticos.

Figura 5. Tolerancia al
estrés y rendimiento
potencial en cultivos,

. analizado  segun el
cultivar B 3
-Mayor rendimiento modelo de Finley y
potencial — __ Wilkinson (1963), Aqui
= O se contrastan el
O/ rendimiento agronomico
8 de dos  variedades
= o~ hipotéticas, versus
< g 4 - rendimiento  promedio
= = cultivar A (Indice ambiental)
= ~ 3L 'may(; :s'ilreér;“cm diversas localidades y
= condiciones.
) I \
= 2 F interseccion
("crossover’)
1k
0 | ! ! ! ! !

0/123456\7

ambiente (+) estresantel

| ambiente (-) estresante

Indice ambiental
(Tn/ha)

Como puede observarse, para un determinado indice ambiental, las rectas se cortan,
invirtiéndose hacia ambos lados el comportamiento de las variedades. Esta interseccion de
las rectas (‘crossover’) es producto de la interaccion genotipo-ambiente (‘G x E).
Representa que aquellos cultivares mejor adaptados a condiciones de estrés hidrico severo
poseen limitaciones en el rendimiento en condiciones hidricas no limitantes (o sea,
proximo a su rendimiento potencial). La existencia de este ‘crossover’ plantearia la posible
disyuntiva entre el rendimiento potencial por un lado y la tolerancia al estrés por el otro.
Segun este enfoque, ambas alternativas podrian ser excluyentes. Es decir, aquellos
cultivares seleccionados por altos rendimientos en condiciones hidricas Optimas,
probablemente tendran un comportamiento agrondémico comparativamente peor en
condiciones de estrés (y viceversa). Esto ha sido un tema de debate y la discusion atn

permanece abierta (Blum 1996a; Araus y col. 2002a; Richards 2000; Richards y col. 2002).
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Un ejemplo clasico de ‘crossover’ - que en general se produce a bajos rendimientos
promedio, es decir, en condiciones de estrés severo- puede observarse en las variedades
enanas de trigo. Estos cultivares, cuyo rendimiento potencial es alto, poseen un sistema
radicular menos desarrollado, lo que les confiere mayor susceptibilidad a condiciones de
sequia (Ali Dib y col. 1990). Sin embargo, esta relaciéon inversa entre rendimiento
potencial versus tolerancia no parece ser universal, por lo que aun es materia de debate si
mayor tolerancia agronomica al estrés y mayor rendimiento potencial son rasgos
necesariamente excluyentes o no (Blum 1996a; Richards y col. 2001). También es posible
que el crossover ocurra a menudos a rendimientos muy bajos, lo que lo convierte en

irrelevante desde el punto de vista agrondémico.

1.5.3. Rasgos fisiologicos asociados a la productividad en condiciones de agua
limitante

Desde una perspectiva de la mejora analitica (es decir, la seleccion de variedades a
partir de una base mecanistica), diversos rasgos han sido asociados a un mejor
funcionamiento del cultivo en condiciones de estrés hidrico. En el campo de la fisiologia,
estos pueden reunirse en dos grandes grupos: («) aquellos con relacion al uso del agua y (b)

aquellos en relacion con la eficiencia del uso de la radiacion.

1.5.3.1. Aspectos fisiologicos del uso del agua en cultivos
Segtin el clasico modelo de Passioura (1994), el rendimiento (‘grain yield’ o GY) en

condiciones de limitacion hidrica estaria determinado por

Y = W* WUE * HI

donde W es la cantidad de agua utilizada por el cultivo mas la evaporada directamente por
el suelo, WUE es la eficiencia integrada del uso del agua (o capacidad de produccion de
biomasa por unidad de agua evapotranspirada) y HI es el indice de cosecha. Si asumimos
la ausencia de cambio en el HI, un mayor rendimiento en condiciones de estrés hidrico
podria provenir tanto del aumento de W como de WUE. Sin embargo, como sefialan Araus
y col. (2002a), los términos de esta ecuacion no son independientes. Tal como fue descrito
anteriormente, el aumento de WUE puede provenir de una disminucion paralela del total de

agua evapotranspirada por el cultivo (W), por lo que el rendimiento puede verse inalterado
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o aun perjudicado. Por otra parte, un aumento del uso total de agua por el cultivo puede
conducir a aumentos en el rendimiento, a pesar de la concomitante disminucién de WUE.
Sin embargo, en ambientes hidricamente muy pobres, una mayor WUE podria ser una
estrategia conveniente. Por ejemplo, variedades de trigo harinero desarrolladas en australia
(‘Drysdale’ y ‘Glover’ desarrolladas por el CSIRO; CSIRO 2002) seleccionadas por una
baja discriminacién isotopica del *C (o sea, una alta WUE) muestran adaptacion a un
ambiente donde no se producen lluvias luego de la siembra. Por lo tanto el crecimiento se
sustenta por el agua acumulada con anterioridad. Esta situacion es muy diferente a lo que
sucede en regiones mediterraneas, donde se producen precipitaciones durante el ciclo de
crecimiento del cultivo y en cereales el estrés es post-antesis.

Entre los rasgos morfo-fisiolégicos que pueden proporcionar una mayor capacidad
de extraccion de agua por parte del cultivo podemos citar la presencia de un sistema
radicular mas profundo (Passioura 1994; Richards y col. 2001) y la capacidad de ajuste
osmotico (Blum 1996a), aunque la importancia de este ultimo ha sido puesta en duda tal
como fue mencionado anteriormente (Serraj y Sinclair 2002).

En cultivos en zonas Mediterrdneas podria ser particularmente importante el
desarrollo de una mayor biomasa (y mayor indice de area foliar) en etapas tempranas del
cultivo (es decir, vigor inicial; citas en Smith y col. 1999). Una mayor cobertura del suelo
al inicio del cultivo disminuye la pérdida evaporativa en forma directa del suelo y ademas,
el crecimiento - y por ende la acumulacion de biomasa- se verifica en momentos de baja
VPD. Por esta razon, la WUE del cultivo aumenta (Lopez-Castafieda y col. 1995; Passioura

1994).

1.5.3.2. Aspectos relacionados con el uso de la radiacion
La cantidad total de biomasa acumulada por un cultivo (B) puede ser representada

por la expresion:

B= RAD x I x RUE,

donde RAD es la radiacion solar durante el ciclo del cultivo, 7 es la proporcion interceptada
por el cultivo y RUE es eficiencia de uso de la radiacion y su conversion en energia
quimica. La ausencia de asociacion entre rendimiento y biomasa que se observa en muchos
casos, sugiere que la RUE ha sido escasamente modificada a través de la seleccion. Como

se dijo anteriormente, recientes estudios muestran un aumento de la biomasa en cultivares
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modernos de trigo (Reynolds y col. 2000), abriendo nuevas perspectivas a futuras
investigaciones.

Uno de los parametros mas estudiados en relacion con la RUE es la tasa
fotosintética a saturacion luminica (4s). Sin embargo, la mayoria de los estudios
muestran que —al menos en cereales Cs- parece existir escasa o nula asociacion entre 4, y
el rendimiento (Slafer y col. 1994). Diversas razones pueden explicar esto: (a) la
preponderancia de la limitacion por el ‘destino’, mas que por la ‘fuente’; (b) diversos
procesos podrian reducir la cantidad de asimilados realmente disponibles para el
crecimiento (ej. mayor pérdida por respiracion) y (c) las hojas individuales generalmente
operan por debajo del punto de saturacion luminica (Hay 1999; Reynolds y col. 2000). Tal
como sefialan estos autores, en los casos donde el rendimiento estd vinculado a mayor
biomasa, una asociacion del primero con la tasa fotosintética es mas probable. De hecho,
esto ha sido reportado en algunos trabajos, donde se observa una asociacion entre
fotosintesis, biomasa y rendimiento (ver citas en Reynolds y col. 2000). Sin embargo, estas
relaciones causa-efecto deben ser consideradas con cautela, ya que aumentos de la tasa
fotosintética podrian deberse secundariamente a un efecto correlativo por modificacion de
la fuerza de los sumideros (Reynolds y col. 2000).

Tal como se explica en la seccion correspondiente, los factores que provocan estrés
en las plantas pueden conducir a una disminucion de la tasa fotosintética (y por ende, una
caida de la RUE; Hay 1999). En este sentido, el estudio de aquellos factores que afectan a
la tasa fotosintética bajo situaciones de estrés podria ser mas relevante, donde la limitacién
por la fuente parece ser un fendmeno mas probable que en las condiciones de buena
irrigacion. Los efectos del estrés hidrico sobre la maquinaria fotosintética fueron

analizados en la seccion 1.2 (pag. 13).

1.5.4. Llenado de los granos en cereales C;

En cereales Cs; como el trigo, existe cierto acuerdo en que la disponibilidad de
asimilados no es un factor limitante en el proceso de llenado de los granos en condiciones
de buena disponibilidad hidrica (Slafer y col. 1994). Mas bien, en estos casos el

rendimiento parece estar limitado por el nimero potencial de granos que pueden ser

" En la actualidad, la tasa fotosintética a saturacion luminica es simbolizada como Ay, (Allen y col.1997;
Nogués y col. 2002). Sin embargo, otras notaciones son halladas en la bibliografia, tales como ‘P, (Austin
1999; Horton 2000) 0 ‘A’ (Fischer y col. 1998, Reynolds y col. 2000). En particular este ultimo simbolo
debe ser evitado, ya que es utilizado para designar a la tasa fotosintética a saturacion de CO, (ej. Allen y
col.1997)
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llenados. En otras palabras, en ausencia de estrés la limitacion por la ‘fuente’ seria menos
importante que la limitacion por el ‘destino’ (Richards 2000). Sin embargo, en ambientes
con déficit hidrico, el aporte de fotoasimilados puede convertirse en un factor determinante
del rendimiento. Por otra parte, ain en los ambientes hidricamente favorables (por
ejemplo, zonas de la Pampa Humeda en Argentina), pueden existir periodos de sequia
intermitentes o bien terminales en afios en que las precipitaciones se sitiian por debajo de la
media (Richards y col. 2001).

Desde un punto de vista retrospectivo, el principal factor que ha determinado el
aumento del rendimiento potencial en trigo y cebada ha sido el incremento del indice de
cosecha (Slafer y col. 1994), aunque actualmente este parametro parece estar alcanzando
su maximo teodrico (Austin 1999; Reynolds y col. 2000). Por lo tanto, se ha sefialado que
incrementos futuros en el rendimiento probablemente deberan apuntar al aumento de
biomasa (Austin 1999; Richards 2000). De hecho, algunos estudios han reportado un

aumento paralelo del rendimiento y la biomasa (ver referencias en Reynolds y col. 1999).

1.5.4.1. Papel fotosintético de la espiga

El llenado de los granos de cereales como el trigo y la cebada se produce a partir de
tres fuentes principales de asimilados: (a) fotosintatos de la hoja bandera y (en menor
medida), de la hojas inferiores (Evans y col. 1980); (b) translocacion de asimilados
almacenados en el tallo (ej. Gebbing y Schnyder 1999) y (c) productos de la fotosintesis de
la propia espiga (Araus y col. 1993a). La contribucion relativa de cada una de estas fuentes
varia segun las condiciones y posiblemente, segun la variedad o cultivar (ver citas en
Araus y col. 1993a).

Como se ha mencionado previamente, existe cierto acuerdo en la literatura que el
rendimiento (al menos en el trigo) en condiciones de buen aporte hidrico no esta limitado
por la disponibilidad de asimilados (‘fuente’), sino mas bien por la cantidad de granos
potenciales (es decir, los ‘destinos’) (Slafer y col. 1994). Sin embargo, en cultivos bajo
déficit hidrico (ej. regiones de clima Mediterraneo con sequia postantesis), la limitacion
por la fuente puede cobrar importancia (Araus et al. 2002a). En este contexto, el aporte de
asimilados almacenados en el tallo y provenientes de la fotosintesis de la espiga puede
resultar crucial para compensar la disminucién de otras fuentes (en particular, la hoja
bandera).

Diversos rasgos han sido propuestos para explicar la mayor ‘tolerancia’ de la espiga

al déficit hidrico. Ellos son: (a) la existencia de cierto grado de metabolismo C4 (Nutbeam
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y Duffus 1976; Wirth y col. 1976; Singal y col. 1986;. Ziegler-Jons 1989; Imaizumi y col.
1990); (b) una mayor WUE (ej. Araus y col. 1993a); (¢) la capacidad de refijar al menos
parte del CO; respirado (Kriedeman 1966; Bort y col. 1996; Gebbing y Schnyder 2001);
(d) mayor capacidad de ajuste osmotico, lo cual permitiria el mantenimiento de un mejor
estatus hidrico en situaciones de estrés (Morgan 1980).

Existe cierta controversia en la literatura acerca de algunos de estos aspectos. Por
ejemplo, respecto a la posible existencia de algiin grado de metabolismo C4 en la espiga
existen aparentes evidencias a favor (ya citadas) asi como evidencias en contra (Araus y
col. 1993b; Bort y col. 1995; para mas detalles, vease la Introduccion y Discusion del
articulo correspondiente; paginas 121 y 139). En particular, podria especularse que las
discrepancias entre diferentes estudios son debidas a la diferente metodologia para evaluar
el metabolismo C4 (por ejemplo, marcaje con '*C en hojas cortadas vs. hojas intactas;
Singal y col. 1986; Bort y col. 1995) o del material vegetal (diferentes especies, cultivares
etc.) empleados. Alternativamente, las diferencias entre distintos trabajos podrian
originarse de las condiciones de crecimiento de las plantas (ej. condiciones de buena
irrigacion vs. estrés hidrico). Por ejemplo, es posible que el metabolismo Cs pueda
inducirse en ciertas condiciones adversas tales como situaciones de estrés hidrico terminal
en regiones Mediterraneas. Esta posibilidad es evaluada en una de las partes de esta Tesis
(vedse articulo capitulo 6, pagina 117).

Respecto a las relaciones hidricas de la espiga existe escasa informacion. Algun
trabajo muestra alguna ventaja a favor de los tejidos de la espiga respecto de la hoja
bandera (por ejemplo mayor capacidad de ajuste osmoético; Morgan 1980). Otro estudio
muestra semejantes relaciones hidricas para las bracteas (glumas) y para la hoja bandera
(Xu et al. 1990), adjudicando la mayor tolerancia de la espiga al mantenimiento de un
mejor RWC en el grano.

En definitiva, la base mecanistica de la aparente tolerancia de la espiga y al estrés
hidrico atn no han sido esclarecida completamente. Mas investigacién es necesaria para
aclarar las causas fisiologicas de este comportamiento diferencial de la espiga ante el

estrés.
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2. Objetivos

Tal como hemos intentado plasmar en la Introduccion, el estudio de la respuesta de la
fotosintesis y productividad de planta a los estreses abidticos puede ser abordado desde
diferentes niveles de organizacion. Los procesos que ocurren en estos diferentes niveles de
organizaciéon no deben ser considerados ignorando las interacciones con procesos que
pertenecen a otras escalas. En la presente tesis se ha procurado tener en cuenta esta
complejidad, estudiando fendmenos desde el mivel tilacoidal (por ejemplo, analisis de la
eficiencia fotoquimica, cambios en pigmentos fotoprotectores, dafio oxidativo a proteinas), de
organo (asimilacion fotosintética en hojas y espigas), de planta entera (arquitectura de planta,
biomasa, relacion vastago/raiz) y de cultivo (comportamiento agronémico en situaciones de
estrés). Para abordar este objetivo he trabajado con diferentes especies cultivadas y niveles de
organizacion muy dispares. Mientras que este enfoque tiene el peligro de transmitir una
imagen de heterogeneidad y falta de objetivos concretos en la Memoria, ha tenido la ventaja
para el doctorando de proporcionarle una vision mas integrada de los factores fisiologicos de
diversa indole que determinan la productividad en condiciones ambientales adversas.

Debido a la gran relevancia del déficit hidrico en extension y grado de impacto, tanto
en el ambito global como en la cuenca mediterranea, en la presente tesis se le ha concedido
mayor importancia respecto al estrés por bajas temperaturas. Los estudios de estrés hidrico
incluidos en esta tesis se han llevado a cabo utilizando cereales C; como especies modelo
(trigo blando, trigo duro y cebada). Estos cereales son ampliamente afectadas por estreses
hidricos (y en menor medida por las bajas temperaturas) en regiones de clima Mediterraneo
como Espafia (ej. Royo y col. 1998). En Argentina, por otro parte, si bien el régimen
isohidrico de la Pampa Himeda determina ausencia de estrés en buena parte de la superficie
cultivada de trigo, frecuentemente se observan situaciones de déficit hidrico en zonas
marginales de la zona de produccidon o bien en afios particularmente secos (Guiamet com.
pers.). El trabajo que analiza situaciones de bajas temperaturas se ha desarrollado utilizando la
soja (Glycine max Merr) como especie modelo. La soja es una especie intensamente cultivada
en la Argentina, y -a diferencia de los cereales como trigo y cebada (los cuales son tolerantes

al frio; Saiilescu y Braun 2001)- es sensible a las bajas temperaturas (Kratschy y Wise 2000).
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Sobre la base de la informacion previamente expuesta, se plantearon los siguientes

objetivos:

2.1. Fotosintesis, fotoinhibicion y dafio oxidativo en condiciones de estrés

2.1.1. Bajas temperaturas
a.- Estudiar la vinculacion entre dafio oxidativo, fotoinhibicién / fotoinactivacion y efecto
protector del acido ascorbico en plantas de soja (Glycine max Merr) sometidas a un episodio

de bajas temperaturas.

2.1.2. Déficit hidrico

b.- Estudiar la respuesta de fotoproteccion/fotoinactivacion en plantas de trigo sometidas a
situaciones de déficit hidrico. Este objetivo fue desarrollado en trigo duro (7riticum turgidum
L. var. durum).

c.- Analizar la importancia del dafio oxidativo al aparato fotosintético y el efecto protector
ejercido por el acido ascorbico en situaciones de déficit hidrico. Este objetivo fue llevado a

cabo en trigo harinero (7riticum aestivum L.) como planta modelo.

2.2. Fotosintesis y productividad en ambientes Mediterraneos

d.- Estudiar en forma comparativa la respuesta fotosintética de la espiga y la hoja bandera de

trigo duro bajo condiciones de estrés hidrico terminal (post-antesis).

e.-Analizar rasgos fisiologicos asociados a un mejor comportamiento agrondmico en
condiciones de déficit hidrico en clima Mediterraneo. Este objetivo se llevo a cabo tomando
como ‘caso de estudio’ dos cultivares de cebada (Hordeum vulgare L.) ampliamente

cultivados en Espaiia en diferentes momentos durante los pasados 20 afios.
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