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SINTESIS

Plantas de tomate (Lycopersicon esculentum. Mill) crecieron en condiciones
controladas de temperatura, intensidad luminosa y humedad relativa. Cuando las
plantas presentaron treinta dias de edad se expusieron a distintos tratamientos
de alta temperatura; para evaluar la funcionalidad del aparato fotosintético. Se
observd gque la tasa de asimilacion de CO2 se modificé de forma diferenciada en
los genotipos estudiados, y ésta no estuvo relacionada, en todos los casos, con
limitaciones estomaticas. Los resultados permitieron establecer que ante el
incremento de la temperatura el genotipo termo-sensible (valorado a partir de la
funcionalidad del aparato fotosintético) respondié con un incremento en la
conductancia estomatica, mientras que los que mostraron una moderada y
eficiente termo-tolerancia respondieron con un cierre estomatico. Por otra parte,
se demostré que la capacidad de carboxilacion de la Rubisco, dependiente de las
propiedades cinéticas de la enzima y del transporte de electrones, se redujo en
aquellos tratamientos que provocaron una reduccion en la fotosintesis neta. Del
mismo modo, el analisis de fluorescencia de clorofila constituyé un indicador
sensible de las afectaciones en la cadena transportadora de electrones. No se
encontré6 una relacion entre termo-tolerancia y capacidad antioxidante; sin
embargo se comprob6 que no todos los sistemas antioxidantes enziméticos
presentan similar susceptibilidad al incremento de la temperatura. La actividad
de la enzima Superoxido Dismutasa demostré ser extremadamente sensible al
incremento de la temperatura, aunque las modificaciones detectadas en las
isoformas de la Fe-SOD parecen relacionarse con la proteccion de los
cloroplastos, en ambos genotipos. Por el contrario, la actividad de la Ascorbato
Peroxidasa y la Catalasa mostraron una mayor estabilidad ante el incremento de
la temperatura. De forma general, se demostré que la forma de aplicar el estrés
modula la respuesta del aparato fotosintético, independientemente de la
tolerancia del genotipo. Se propone un modelo biolégico para el estudio de la

tolerancia al calor en el cultivo del tomate (Lycopersiconesculentum. Mill).



Listado de Abreviaturas

A Tasa de asimilacion de CO;
gl Conductancia estomatica
Tr Transpiracion
Ci Concentracion interna de CO,
Vcemax Velocidad maxima de carboxilacion de la enzima Rubisco
Jmax Velocidad maxima de transporte electronico
Ac Tasa de carboxilacion limitada por la enzima Rubisco
Aq Tasa de carboxilacion limitada por la regeneracion del sustrato
FSy Fotosistema II
qP Quenching fotoquimico
gN Quenching no fotoquimico
Fo Fluorescencia inicial
Fm Fluorescencia maxima
Fv Fluorescencia variable
Fv/Fm Eficiencia fotoquimica del FSy
Yh Potencial hidrico
¥Yp Potencial de turgencia
SOD Superdxido dismutasa
Cu/Zn-SOD Superoxido dismutasa cupro zinc
Fe-SOD Superoxido dismutasa férrica
Mn-SOD Spero6xido dismutasa manganesa
APX Ascorbato peréxidasa
CAT Catalasa
MDA Malondialdehido




1- INTRODUCCION

La emision de gases a la atmodsfera, particularmente el anhidrido carbonico, el
metano, el clorofluorcarbono y el 6xido nitroso se incrementan en nuestros dias por la
actividad humana. Los modelos de circulacion global predicen que estos gases
atmosféricos son los responsables del aumento, en la actualidad y en un futuro, de la
temperatura media global estimandose incrementos de 0,3°C por década, durante los
proximos cien afos, con una incertidumbre de 0,2 a 0,5% (Houghton et al., 1990). El
anhidrido carbonico producido por los combustibles fosiles es el mas comun de los
llamados "gases de invernadero", a cuya concentracion en la atmosfera se le atribuye el
recalentamiento terrestre.

El incremento de la temperatura ambiental constituye una de las mayores
limitaciones en el desarrollo de los cultivos en un ambiente tropical (Mariamma et al.,
1997). La respuesta diferencial de los procesos de la fotosintesis y la respiracion bajo
condiciones de temperaturas supradptimas reviste fundamental importancia, ya que de
su balance dependera la mayor o menor disponibilidad de asimilatos que se destinen
para las diferentes funciones de la planta.

La fotosintesis, como todos los procesos fisiologicos, depende de la temperatura,
existiendo una temperatura 6ptima, a la cual su capacidad es maxima; temperaturas
superiores o inferiores a la oOptima resultan en una reduccion en los valores de
fotosintesis. Diferentes componentes del aparato fotosintético y procesos metabdlicos
asociados a éste son sensibles a las altas temperaturas. Se ha sefialado que el
fotosistema Il es sensible al calor (Havaux y Tardy, 1996; Heckathorn et al., 1997), pero
puede aclimatarse al estrés de calor (Havaux, 1993). Recientemente se ha sefalado
que una proteina de choque térmico localizada en los cloroplastos protege al
fotosistema Il de los dafios provocados por las altas temperaturas (Heckathorn et al.,
1998).

Sin embargo, se debe sefialar que la dependencia de los distintos componentes del
aparato fotosintético con la temperatura, no es necesariamente la misma en todas las
especies de plantas. Cambios breves de temperatura (de minutos a horas) pueden
afectar en mayor o menor medida la fotosintesis (Makino et al., 1994). Existen

evidencias que confirman que la exposicion de las plantas a condiciones de estrés de



calor reversible y rapida reducen la activacion de la enzima Rubisco dependiente de la
luz, inhibiendo la actividad de la enzima Rubisco activasa (Feller et al., 1998). Estudios
recientes han sefialado que la reduccion de la actividad de la Rubisco es el sitio
primario de accion de las altas temperaturas (Weis, 1981; Feller et al., 1998 y Law y
Crafs-Brandner, 1999).

Es conocido que en las plantas, los niveles de especies reactivas de oxigeno, como
el superodxido, perdoxido de hidrogeno y radical hidroxilo, se incrementan durante
periodos de estrés ambiental (Doke et al., 1994; Asada, 1994; Foyer et al., 1997; Dat et
al., 1998). El incremento en las especies reactivas de oxigeno es una respuesta tipica
de las plantas al estrés abidtico y bidtico (Foyer et al., 1997). Este fendbmeno es
particularmente critico en los tejidos fotosintéticos, donde la concentracion de oxigeno
interno se mantiene a niveles elevados, y la produccién de especies reactivas de
oxigeno se ve favorecida en condiciones de temperaturas adversas. Diferentes
sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos sirven como primera linea de
defensa contra los metabolitos potencialmente citotoxicos de oxigeno. La enzima
Superoxido Dismutasa es la enzima encargada de eliminar el superdxido presente en la
célula, y su accion enzimatica resulta en la formacion de perdxido de hidrégeno. Las
enzimas Catalasa, Ascorbato Peroxidasa y una variedad de peroxidasas no especificas,
catalizan la descomposicién del peréxido de hidrégeno.

En varios de los trabajos desarrollados con la finalidad de evaluar el efecto de las
altas temperaturas en los aspectos de la fisiologia y bioquimica de plantas de tomate
(Lycopersicon), se han encontrado una respuesta diferencial entre genotipos,
atendiendo a su tolerancia ante esta condicién de estrés (Dinar y Rudich, 1985;
Iglesias, 1994; Florido et al., 1996). Es de senalar que la mayoria de las variedades de
tomate, ademas de ser originarias de zonas frescas, han sido mejoradas en zonas
templadas, por lo que ellas no fructifican si la temperatura del dia y la noche llegan a 30
y 23°C, respectivamente, y tales condiciones son frecuentes en los trépicos, donde
como consecuencia el tomate es un cultivo dificil de desarrollar (Villareal, 1982).

En la actualidad, estudios disimiles se han centrado en la busqueda de soluciones o
alternativas que permitan atenuar el efecto de los Cambios Globales en la produccién
agricola. En Cuba, se desarrolla un programa de Mejoramiento Genético, por via

clasica y biotecnoldgica para la obtencidn de nuevos genotipos de tomate que resulten



tolerantes a condiciones climaticas adversas, para asi propiciar el cultivo del mismo en
épocas donde las altas temperaturas, la alta intensidad luminosa, la humedad y las
enfermedades, no permiten su cultivo.

Dada la importancia del cultivo del tomate en Cuba, asi como la necesidad de contar
con un criterio biolégico que suministre mayor informacion sobre el sistema en el
momento de la seleccion, en el trabajo se planteo la siguiente problematica: ;En qué
medida los componentes estomatico y mesofilico, asi como el metabolismo oxidativo,
estan involucrados en los mecanismos de tolerancia al calor de plantas de tomate?

Teniendo en cuenta la problematica existente, se propuso la siguiente hipétesis de
trabajo: Los componentes estomatico y mesofilico, asi como el metabolismo oxidativo,
participan en diferente medida en los mecanismos de tolerancia al calor de diferentes
genotipos de tomate.

Para confirmar o refutar la misma se planteé como objetivo general: Determinar los
efectos que provocan distintas condiciones de alta temperatura en la actividad
fotosintética, y el metabolismo oxidativo, en diferentes genotipos de tomate,
asociandolos a los mecanismos de termotolerancia.

Los objetivos especificos propuestos para cumplimentar el objetivo general fueron
los siguientes:

1- Evaluar la termotolerancia del aparato fotosintético de plantas expuestas a

distintas condiciones de alta temperatura, en tres genotipos de tomate.

2- Determinar algunas variables fisiologicas y bioquimicas relacionadas con las
funciones fotosintéticas, que expliquen los mecanismos de tolerancia en cada
genotipo.

3- Determinar el efecto de una temperatura moderadamente elevada en
condiciones de oscuridad, sobre las funciones fotosintéticas y el metabolismo
oxidativo, de plantas expuestas a una condicion de alta temperatura.

4- Evaluar el efecto de un periodo breve de alta temperatura foliar en la
funcionalidad del aparato fotosintético.

Las novedades cientificas logradas en este trabajo fueron:

1- Se describe por primera vez, la tolerancia del aparato fotosintético de un

genotipo nuevo de tomate y uno silvestre termotolerante.



2- Se demuestra que la termotolerancia y la aclimatacion del proceso de
fotosintesis del genotipo mejorado y silvestre, respectivamente, estan
diferencialmente controladas por la velocidad maxima de carboxilacion de la
enzima Rubisco y el transporte electronico.

3- Se hace uso de técnicas novedosas (fluorescencia de clorofilla) para localizar a
que nivel de la cadena transportadora de electrones se establecio6 la tolerancia o
la susceptibilidad al calor, en los genotipos de tomate estudiados.

4- Se propone un modelo biolégico para el estudio de los mecanismos de tolerancia
a las altas temperaturas del aparato fotosintético, en el cultivo del tomate
(Lycopersicon esculentum. Mill).

Importancia teérica: En el desarrollo de este trabajo se determiné que la tolerancia

o aclimatacién del componente mesofilico define la tolerancia al calor de la fotosintesis
en las especies estudiadas. Se demostré que los sistemas antioxidantes enzimaticos
estudiados no estan relacionados con la tolerancia del aparato fotosintético, excepto la
isoenzima Fe-SOD la que parece tener un papel protector en los cloroplastos. Se logro
obtener un modelo biolégico para explicar la tolerancia de las funciones fotosintéticas al
calor, en plantas de tomate de la especie Lycopersicon esculentum. Mill.

Importancia préactica: Los resultados de este trabajo constituyen un conocimiento
biologico util a tener en cuenta a la hora de obtener y seleccionar nuevos genotipos de
tomate tolerantes a las altas temperaturas. Se propone el analisis de la fluorescencia de
clorofila a como un método rapido y no destructivo para la seleccion de nuevos
genotipos tolerantes al calor, en condiciones de campo. Se demuestra que el genotipo
Amalia, el cual esta ampliamente introducido en la produccion nacional, es
moderadamente tolerante a condiciones de alta temperatura, lo cual favorece su
siembra en épocas no optimas.

Los resultados de este trabajo han sido publicados en diferentes revistas y
presentados en congresos cientificos y formaron parte del proyecto “Efecto del estrés
abidtico inducido por los Cambios Globales en la biologia de dos especies
economicamente importante”, correspondiente al Programa Nacional de Ciencia y
Técnica.

Esta tesis fue predefendida ante el Consejo Cientifico de la Facultad de Biologia,

Universidad de la Habana.



2- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrés por altas temperaturas. Aspectos generales.

Las plantas superiores son incapaces de mantener sus células, tejidos u 6rganos a
una temperatura Optima constante (a diferencia de los animales) y atendiendo a la
elevada dependencia que presentan los procesos fisioldgicos y bioquimicos con ésta,
las plantas se afectan profundamente por cambios en la temperatura ambiente.

Fitter y Hay (1989) sefalaron que la temperatura de una hoja depende de:

La hora del dia (variacion regular diurna).

Mes del afio (variacién regular estacional).

Nubosidad y velocidad del viento (variacion irregular a corto plazo).
Posiciéon dentro del follaje (hojas de “sol” y de “sombra”).

Altura sobre la superficie del suelo.

YV V. .V V V VY

Formas y dimensiones de la hoja (a lo que se pudiera agregar el angulo de
insercion con relacion al tallo).

Mientras que la temperatura de la raiz depende, ademas de los dos primeros
aspectos, de:

» Profundidad por debajo de la superficie del suelo.

» Propiedades del suelo y la transferencia de calor a través del mismo (por

ejemplo: contenido de humedad, densidad, color, cubierta vegetal).

Los anteriores aspectos ponen de manifiesto la gran variabilidad térmica a la que
puede estar sometida una planta en su ciclo de vida.

La respuesta de la intensidad con que transcurre cualquier proceso fisiolégico o
bioquimico ante un rango de temperaturas se representa por una curva asimétrica
(Verwijst y von Fircks, 1994), de la cual se pueden destacar tres temperaturas
fundamentales: la minima y la maxima, a las cuales el proceso cesa completamente, y
la temperatura éptima, donde se logra la mayor intensidad del proceso. Algunos autores
sefalan, la existencia de un rango Optimo de temperatura, en la que la intensidad del
proceso fisioldgico o bioquimico se encuentra dentro del 90 % de la intensidad maxima.
Otros, sin embargo, han identificado una condicion de estrés cero, la cual se establece

cuando existen las condiciones éptimas para el crecimiento y desarrollo de la planta, y



ésta puede variar segun la especie en cuestion (Hale y Orcutt, 1987 y Maham et al.,
1995).

Esta respuesta caracteristica de los organismos vivos esta dada por el hecho de que
la temperatura afecta los procesos en dos formas sustancialmente antagonicas.
Primero, a medida que la temperatura de la célula vegetal se eleva, la velocidad del
movimiento (vibracional, rotacional y traslacional) de las moléculas se incrementa,
provocando un aumento en la intensidad de los procesos. Sin embargo, virtualmente
todos los procesos del vegetal estan catalizados por enzimas, y éstas dependen de una
estructura y disposicion espacial determinada para su normal funcionamiento, que se
pierde cuando la temperatura aumenta mas alla del rango 6ptimo. De esta forma,
cuando la temperatura aumenta por encima de la temperatura 6ptima, la intensidad de
los procesos disminuye.

Levitt (1980) sefialo cuatros efectos fundamentales que produce el aumento de la
temperatura por encima del rango 6ptimo (estrés por altas temperaturas), estos son:

» La respuesta diferenciada de las velocidades de reaccion, debido a diferencias

en la energia de activacion de las mismas.

» Desnaturalizacion y agregacion de las proteinas.

» Hiperfluidez de los lipidos de las membranas.

» Descomposicién quimica directa.

Todos ellos se traducen en dafios al vegetal en dependencia de la rapidez de su
aparicion, entre los que se encuentran: la inhibicién del crecimiento (Wheeler et al,
1997, Leithold et al., 1997), el agotamiento de las reservas (Aloni et al., 1991; Wolf et
al., 1991), la acumulacion de elementos toxicos (Asada, 1999), lesiones bioquimicas
(Rank et al., 1991), descomposicion de proteinas, eflujo de iones (Gong et al, 1998) y

pérdida de la semipermeabilidad de la membrana (Tudela y Tadeo, 1993).

2.2 Fotosintesis. Aspectos generales

La fotosintesis es uno de los procesos fundamentales en la vida de nuestro planeta,
por la cual la energia luminosa se convierte en energia quimica. La fotosintesis es un
proceso de oxido-reduccion en el que el donador de electrones (el agua) se oxida, y un

aceptor se reduce (ya sea el anhidrido carbénico u otro compuesto adecuado).



Plantas verdes
nCOz + nH,O0 + hy ————  (CH0)n + nO,

En plantas superiores, los cloroplastos son organulos subcelulares donde se realiza
el proceso de fotosintesis. Su tamafo es generalmente grande (5-10ym de diametro) lo
que permite observarlo al microscopio Optico, mientras que los detalles de la
organizacion estructural requieren la utilizaciéon de técnicas mas avanzadas de la
microscopia electrénica.

En la estructura interna de los cloroplastos se puede observar una serie de
estructuras laminares de doble membrana bafiadas por una matriz (estroma) y todo ello
rodeado de una doble membrana que constituye la envoltura del cloroplasto. Estas
laminillas del cloroplasto reciben el nombre de “tilacoides” y se disponen paralelamente
entre si con respecto al eje mayor del cloroplasto. Los tilacoides se organizan en un
conjunto de sacos aplanados, de manera que su interior esta intercomunicado. Estos
sacos se empaquetan formando apilamientos que reciben el nombre de “grana”. El
interior de los tilacoides recibe el nombre de “lumen” (Azcon-Bieto y Talon, 2000).

Esta organizacion estructural de los cloroplastos garantiza el adecuado
funcionamiento de la fotosintesis, tantos los pigmentos como los sistemas
transportadores de electrones y la formacion de ATP se encuentran en las membranas
de los tilacoides (Azcén-Bieto y Talon, 2000). En el estroma se localizan las enzimas
que llevan a cabo la conversion de CO, en carbohidratos usando la energia quimica y el
poder reductor producido (ATP y NADP H™) en los tilacoides.

Los avances en la comprension de los procesos involucrados en la fotosintesis han
conducido a un incremento en el uso de modelos basados en los procesos que
determinan la asimilacion de CO,. Estos modelos estan fundamentados en mecanismos
biofisicos y requieren del calculo de muchas variables y parametros. A principio de la
década de los 80 un grupo de investigadores desarrollaron modelos fisiologicos de la
fotosintesis de la hoja completa, basados en la cinética enzimatica, en la cadena de
transporte electronico y en los requerimientos de energia necesarios para la generacion
de la ribulosa bifosfato (RuBP) (Farquhar et al., 1980; von Caemmerer y Farquhar,

1981; Farquhar y von Caemmerer, 1982). A partir de estos modelos desarrollados,



Farquhar et al., (1980) describieron los procesos que limitan la asimilacién del CO,,
partiendo del conocimiento general de que la reduccion fotosintética del carbono y la
oxidacién fotorespiratoria del carbono estan unidas por una enzima comun, ribulosa
bifosfato carboxilasa / oxigenasa (Rubisco). La velocidad de carboxilacion y oxigenacion
de esta enzima esta dada, segun Farquhar (1979) por:

Ve = Vemax x 1 + CilKe + Oi /Ko 1+ RIK'r

Vo = Vomax 1 + Ci/Kc + OilKo 1 + RIK'r

donde Vcmax y Vomax son las velocidades maximas de carboxilacion y oxigenacion,
respectivamente, Ci y Oi son las presiones parciales de CO, y O,, respectivamente, en
equilibrio con su concentracidon disuelta en el estroma de los cloroplastos; Kc y Ko son
las constante de Michaelis-Menten para el CO, y el O,, R es la concentracion de RuBP
libre y K'r es la constante de Michaelis-Menten para la RuBP.

A partir de estos modelos, Farquhar et al. (1980) concluyeron que diferentes factores
pueden limitar los valores de carboxilacion de la enzima “in vivo” entre los que sefalan,
primeramente, las presiones relativas de CO, y O,, las que determinan la carboxilacion
y oxigenacion de la enzima; segundo, la cantidad de enzima activada presente, la que
determina la velocidad maxima de carboxilacion (Vcmax); y tercero, los valores de
regeneracion del aceptor RuBP, que determinan la concentracion libre de RuBP. La
regeneracion de la RuBP esta usualmente limitada por el suplemento de NADP H y
ATP.

Los valores de produccion de NADP H* y ATP dependen de los valores de

transporte electronico fotosintético (J), definido segun (Farquhar et al., (1980) como:

J=05(-9H1
donde / es el flujo de fotones absorbidos y f la fraccion de luz perdida por absorcion de
otros componentes, la que depende de la temperatura y el flujo de cuantos. Dos
electrones mas dos protones son requeridos para convertir el NADP™ a NADPH+H". El
valor potencial de produccion de NADP H* es J/2. Sin embargo, en la practica, el flujo
de electrones y la produccion de NADP H* estan limitados, en ocasiones, por la
disponibilidad de ADP y NADP”* (Farquhar et al., 1980).



2.2.1 Clorofilas y pigmentos

Los pigmentos fotosintéticos, clorofilas y carotenoides pertenecen al grupo de los
lipidos isoprenoides de las plantas.

Las clorofilas de las plantas superiores son: la clorofila a (MM = 893,4), que es la
mayoritaria, y la clorofila b (MM = 907,4) que se encuentra en menor cantidad. Las
clorofilas a y b poseen una cadena fitol que esta unida a un anillo de porfirina que
contiene un atomo de Mg en su centro y unas cadenas laterales que le dan su caracter
lipidico. La relacion entre ambas clorofilas depende de la condicion ambiental y de
crecimiento, siendo entre 3 y 4 en las plantas que han crecido bajo alta intensidad de
luz y de 2,5 a 3 en las plantas que crecieron en condiciones de poca intensidad de luz
(Lichtenthaler, 1987).

Los carotenoides, por su parte, pueden dividirse en dos grupos: el primero formado
por el a-caroteno y el B-caroteno, que no contienen atomos de oxigeno en su
estructura y un segundo grupo que incluye a los carotenoides llamados xantofilas, los
cuales contienen oxigeno en forma de uno o varios grupos hidroxilos o epoxidos, entre
ellos se encuentran la violaxantina, anteraxantina, zeaxantina, luteina, neoxantina y el
epoxido de leuteina (Lichtenthaler, 1987; Siefermann-Harms, 1985).

Los carotenoides que aparecen en mayor cantidad en los cloroplastos funcionales
de las plantas superiores son el B-caroteno, luteina, violaxantina y neoxantina. Ellos
funcionan no solo como pigmentos accesorios captadores de luz, como es el caso de la
luteina y la neoxantina los cuales amplian el rango de absorcion de longitudes de ondas
utilizables para la fotosintesis, sino que algunos presentan funciones protectoras en el
aparato fotosintético, como es el caso del -caroteno y la violaxantina, anteraxantina
y zeaxantina que conforman el ciclo de las Xantofilas, a los cuales se le han asignados
un papel en la proteccién de la fotooxidacion de la clorofila a (De las Rivas et al., 1993).

Sus proporciones pueden variar por diversas causas, entre ellas estrés ambiental.
La zeaxantina, que se produce por la de-epoxidacion de la violaxantina via
anteraxantina, se presenta en plantas expuestas a altas intensidades de luz y estrés
nutricional (Abadia, 1992). En condiciones de intensidades luminosas altas y un
gradiente de pH elevado a través de las membranas de los tilacoides, la presencia de la

zeaxantina y posiblemente la anteraxantina, formadas a partir de la violaxantina, facilita



la disipacién térmica del exceso de energia de excitacion en el fotosistema Il (Horton et
al., 1996; Demmig-Adams y Adams, 1996). Si bien es conocida la funcién fotoprotectora
de las xantofilas en el aparato fotosintético en condiciones de altas intensidades
luminosas (Adams y Demmig-Adams, 1994; Thiele et al., 1996; Horton et al., 1996;
Havaux, 1998; Barker et al., 1998), las bases moleculares exactas de esta proteccion
aun estan por esclarecer (Montané et al., 1997).

Los pigmentos fotosintéticos son compuestos solubles en grasas por lo que su
extraccion se puede realizar mediante solventes organicos como acetona, metanol o
etanol, o bien en soluciones acuosas de dichos solventes, sin que excedan en un
contenido de agua del 5 al 20%. Con contenidos mayores de agua no se extraen
completamente los compuestos mas apolares, tales como el B-caroteno. En los
procedimientos de extraccion, hay que tener en cuenta la alta sensibilidad de los
carotenoides y las clorofilas a la destruccién por la luz, por lo que se recomienda su

extraccion en condiciones de poca luz.

2.2.2 Fotosistema Il (FSy)

El fotosistema Il es un macro-complejo que, por su actividad bioquimica, puede ser
denominado agua-plastoquinona oxido-reductasa, ya que enzimaticamente cataliza la
oxidacion del agua y la reduccién de la plastoquinona, ambas fotoinducidas (Azcon-
Bieto y Taldn, 2000). En él suceden dos procesos de especial significacion para el
conjunto de la fotosintesis: 1- La separacion primaria de cargas, consecuencia de la
transduccién de energia luminosa en energia redox, es decir, la transformacion del flujo
fotdnico en flujo electrénico. Con la primera separacion de carga se inicia el transporte
electrénico fotosintético. 2- La hidrdlisis del agua, que da electrones y protones y

también da lugar el oxigeno molecular liberado como producto residual de la reaccion.

2.2.2.1 Heterogeneidad del FSII
En los afios 70, se realizaron experiencias que demostraron mediante el analisis de
la curva de fluorescencia variable una cierta heterogeneidad en el FS;; (Melis y Homann,

1976) revelando la presencia de un componente rapido (FS) y otro lento (FS;;g), con
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distinto tamafo de antena fotosintética y distintos potenciales redox del aceptor primario
de electrones.

En 1983 Anderson y Melis demostraron que el grana contiene principalmente FSq,
mientras que los tilacoides del estroma estan enriquecidos en FS, y FS;;g. Los centros
FSug tienen un menor tamaro de antena, carecen del “pool” de plastoquinona funcional
y son considerados como precursores de las unidades a. Posteriormente encontraron
que un 32% del FS;; en las hojas presentaban una reoxidacion muy lenta de la Qa y una
antena con unas caracteristicas similares a la de los centros del FS;g (Chylla y
Whitmarsh, 1989). Se ha demostrado, ademas, la importancia de estos dos tipos de
centros en la adaptacion a distintos regimenes de luz (Harrison y Allen, 1993).

La heterogeneidad de los FS; esta modulada por la intensidad luminica, por la
capacidad del sistema de utilizarla fotoquimicamente y por la temperatura (Génzalez et
al., 2001).
2.2.2.2 Antena del Fotosistema Il

Los componentes del sistema de antena del FS; se pueden dividir en tres grupos: 1-
la antena interna (CP43 y CP47) que no contienen clorofila b; 2- el complejo mayoritario
de antena (LHC,) que contiene clorofila a y b; y 3- los complejos minoritarios de antena
(CP2g, CP2s y CP24) que contienen clorofila ay b.

Las proteinas CP43 y CP47 son codificadas por genes cloroplasticos, tienen masas
moleculares aparentes de aproximadamente 46 y 51 kDa, respectivamente y se unen
entre 20-25 moléculas de clorofila a. EI CP43 contiene un solo [-caroteno y el CP47 2 3-
caroteno (Sofrova et al., 1992). Ademas de atribuirle un papel en la captacion de la luz,
se ha sugerido que actuan en el anclaje con el resto de las proteinas del FS,. Estos
polipéptidos parecen tener 6 regiones que atraviesan la membrana y un largo “loop”
hidrofilico en el lado del lumen tilacoidal (Debus, 1992).

El LHC; (denominado LHC, por Peter y Thornber, 1991) contiene cerca del 30% de
la proteina y aproximadamente la mitad de la clorofila de los tilacoides. Su funcion en
los tilacoides es de antena captadora de luz en el proceso de la fotosintesis y de
contribuir al apilamiento de los tilacoides para formar el grana. El LHC, presenta
maximos de absorcién en el rojo entre 675 y 653 nm aproximadamente y tiene una
relacion a/b de 1,0-1,4. El LHC, contiene de 12-15 moléculas de clorofila por

polipéptidos y una relacién clorofila / carotenoide de 5-6 (Bassi et al., 1993). El
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complemento pigmentario mas aproximado para este complejo consiste en 8 moléculas
de clorofila a, 6 clorofila b, 2 luteina y 1 neoxantina. Los bajos niveles de violaxantina
encontrados en LHC, no son compatibles con la presencia de este pigmento en
cantidades estequiométricas, lo que sugiere que no es un verdadero constituyente del
LHC, y que su presencia se debe a contaminacién por parte de otros polipéptidos. El
LHC, se encuentra normalmente en forma trimérica (masa molecular de 72 kDa)
constituida por tres subunidades de 28, 27 y 25 kDa aproximadamente y se encuentran
en distinta estequiometria. El LHC; es muy heterogéneo.

Los polipéptidos estan codificados por una familia de genes nucleares denominados
Cab genes (Di Paolo et al., 1990; Chitnis y Thornber, 1988). Estos genes son traducidos
en los ribosomas dando lugar a precursores que, posteriormente, maduraran y se
integraran en el complejo tilacoidal. Los genes que codifican para LHC,, se codifican en
tres tipos: los de tipo |, codifican polipéptidos muy relacionados y altamente
conservados entre las distintas especies; los de tipo Il son algunos diferentes de los de
tipo I, contienen un intrén y codifican polipéptidos algo menor; y los de tipo Il que se
encuentran en algunas especies como el maiz, cebada, tomate y espinaca (Jansson et
al., 1992).

Las apoproteinas del LHC, tienen secuencias de aminoacidos muy similares (Chua
y Blomberg, 1979; Bennett, 1983) y parecen encontrarse formando trimeros. Con un
44% de contenido de a-hélice (Kuhlbrandt y Wang, 1991).

Una de las caracteristicas del LHC, es su capacidad de fosforilarse en presencia de
la luz (Allen et al., 1981; Barber, 1982). Se ha propuesto que esta fosforilacion esta
regulada por una proteina-quinasa cuya actividad esta controlada por el estado redox
de la plastoquinona de una manera que, al fosforilarse el LHC, se produce la transicién
del estado 1 al estado 2 y el LHC se desplaza hacia las membranas del estroma
transfiriendo la energia de excitacion al FS, en vez de al FS; (Bassi et al., 1988). La
accioén de una fosfatasa permite la eliminacién del fosfato del LHC), y su retorno al grana
(estado 1) (Hsu et al., 1993).

Los complejos minoritarios de antenas CPy, CP2 y CP24 contienen entre un 5y
10% de la clorofila en el FS,. Todos ellos parecen estar codificados por genes

nucleares.
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El complejo aislado de CPy9 (LHC)2 segun la nomenclatura de Thornber et al., 1991)
contiene de 10 a 12 moléculas de clorofila por proteina, y tiene una relacion clorofila a/b
entre 3y 3.2. Este polipéptido presenta un maximo de absorcién en el rojo a 677 nm,
con una masa molecular aparente de 29-31,5 kDa (Henryson et al., 1989). Segun Peter
y Thornber, 1991, este complejo contiene por cada 10 moléculas de clorofila a,
aproximadamente 4 moléculas de clorofila b, 2 luteina, 2 violaxantina y 1 neoxantina.

El complejo CP (LHCIIc segun Thornber et al., 1991) contiene una relacion clorofila
a/b de 1,7 y tiene un maximo de absorcidon en el rojo a 676 nm. Este complejo parece
estar constituido por dos apoproteinas de 28 y 29 kDa (Bassi et al., 1987; Dunahay et
al.,, 1987); y tiene un complemento pigmentario de 10 moléculas de clorofila a, 6
moléculas de clorofila b, 3 luteinas, 1 violaxantina y 2 neoxantina (Peter y Thornber,
1991a).

El complejo CP24 (LHCd segun Thornber et al., 1991) tiene una relacion clorofila a/b
de 1-1,6 y consta de una apoproteina de aproximadamente 20 kDa cuyo extremo N-
terminal ha sido secuenciado (Morishige et al., 1990). Contiene aproximadamente 13
moléculas de clorofila y posee por cada 10 clorofila a, 11 clorofila b, 3 luteina; 0,5
violaxantina y 0,5 neoxantina (Peter y Thornber, 1991a).

Ademas de los anteriores complejos minoritarios de antena, Peter y Thornber,
(1991a), han descrito uno mas, al que denominaron LHC,.. Este complejo contiene un
3% de la clorofila total del FS;, presenta una relacién clorofila a/b de 1,4 y su
apoproteina tiene una masa molecular de aproximadamente 13 kDa. Este complejo
contiene aproximadamente 8 moléculas de clorofila y un alto contenido de xantofilas. El
componente pigmentario estimado de este polipéptido es de 7 clorofila b, 10 luteina, 15

violaxantina y 5 neoxantina de 10 clorofila a.

2.2.2.3 Complejo interno del FSy,

Numerosos autores han aislado el centro de reaccién del FS; (Namba y Satoh,
1987; Ghanotakis et al., 1989). Los principales componentes de este complejo son las
proteinas D4 y Dy, el citocromo bssg y un polipéptido de 4,8 kDa (Ikeuchi y Inoue, 1988).
Todos sus componentes son codificados por genes cloroplasticos. Las proteinas Dy y
D, son proteinas hidrofébicas que forman un heterodimero, ambas contienen al Pggp-,

mientras que la D¢ contiene a la tirosina donadora (Z2), la feofitina aceptor y el sitio de
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Qg. La proteina D, contiene el sitio Qa, un donador, D (se cree que es una tirosina,
Debus et al., 1988), y una feofitina.

Cuando el Pggo (donador primario de FS)) se oxida tiene lugar la separacion de
cargas y la formacion de un par de radicales (clorofila® y la feofitina’). Entonces el
electrén puede ser transferido al Qa o0 bien recombinarse con Pggo para dar lugar al
estado basal o triplete del Pggy, respectivamente. A continuacion se produce la
transferencia de electrones a Qg, regulada por el anion HCOs3™ produciéndose QgHa.

A partir de la secuencia primaria de las proteinas D1 y Dy, se ha deducido que
contienen cinco hélices que atraviesan la membrana (Sayre et al., 1986). Los residuos
de tirosina D y Z se encuentran cerca del lado luminal de la membrana. Los analisis de
pigmentos revelan que el heterodimero D4/D, contiene de 6 a 12 moléculas de clorofila
a (Debus, 1992). Se piensa que los aminoacidos implicados en la union de las quinonas
(Qa y Qg) estan cerca del lado estromal de la membrana. El citocromo bssg aparece en
todos los organismos capaces de liberar oxigeno en el proceso de fotosintesis. Algunos
autores plantean la existencia de dos citocromos bssg por FS; (Shuvalov et al., 1989),
mientras que otros sugieren que existe solamente un citocromo bssg (Gounaris et al.,
1990) Las dos subunidades de 9 y 4 kDa tienen un solo residuo de histidina que se ha
relacionado con la union del grupo hemo (Babcock, 1987). A pesar de ser una proteina
pequena, el citocromo bssg es una proteina transmembrana (Vallon et al., 1989). Se ha
encontrado el requerimiento minimo de cuatro iones Mn?* para una actividad completa
de la fotdlisis del agua (Ghanotakis y Yocum, 1990). Aunque no se conoce bien la
proteina encargada de la union del manganeso, se ha comprobado que la eliminacion
del CP47 y CP43 y la proteina intrinseca de 33 kDa causa una desestabilizacion del Mn,
lo que indica que estas proteinas pueden estar implicadas en la unién del Mn o, de

forma indirecta, estabilizando dicha union.

2.2.2.4 Proteinas Intrinsecas del FSy,

Las proteinas intrinsecas que regulan la funcién del sistema que desprende oxigeno;
son tres polipéptidos de masa molecular aparente 33, 23 y 17 kDa. Estas proteinas
carecen de grupos prostéticos por lo que se descarta su implicacién en la captacién de
luz y en la transferencia de electrones. Las tres proteinas son codificadas por genes

nucleares y se encuentran situadas en el lado luminal de la membrana tilacoidal. La
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proteina de 33 kDa, ademas de estar involucrada en la estabilizacién de Mn, su
presencia es necesaria para la union de la proteina de 23 kDa e indirectamente de la
proteina de 17 kDa. Estudios electronicos han revelado que las tres proteinas forman
estructuras tetraméricas que sobresalen de la superficie luminal de la membrana de los
tilacoides (Simpson y Andersson, 1986).

La proteina de 33 kDa esta presente en todos los organismos oxigénicos, mientras
que las otras dos proteinas intrinsecas (17 y 23 kDa) se observan en plantas y algas
verdes pero no en cianobacterias. Igualmente se ha mostrado, que en el caso de que
se hayan eliminado las proteinas de 17 y 23 kDa, el desprendimiento de oxigeno puede
darse a altas concentraciones de CI'y Ca?* (Ghanotakis et al., 1984).

Ademas de los polipéptidos anteriormente mencionados cuya localizacion y funcion
es bastante conocida, existen ciertos polipéptidos del FS; cuya funcidn aun se

desconoce.

2.3 Fluorescencia de clorofila

La luz absorbida por las moléculas de clorofilas en una hoja puede experimentar
una de las siguientes transformaciones: 1- ser usada para dirigir la fotosintesis
(fotoquimica), 2- ser disipada como calor, 3- ser reemitida como luz (fluorescencia de
clorofila) (Maxwell y Jonson, 2000). Estos tres procesos en la planta ocurren de forma
competitiva, por lo que el incremento en la eficiencia de uno puede resultar en un
decrecimiento en la productividad de los dos restantes. Por tal razoén, las
determinaciones de las distintas variables de fluorescencia de clorofila brindan
informacién sobre los cambios en la eficiencia fotoquimica y la disipacion por calor
(Fracheboud, 2000).

Los cambios en la fluorescencia de clorofila se observaron por primera vez en los
afnos 60 (Kautsky et al., 1960). Ellos encontraron que plantas provenientes de la
oscuridad, al ser expuestas a la luz, incrementaban la produccién de fluorescencia en
un periodo de tiempo de unos segundos. Este incremento en la fluorescencia de
clorofila se explic6 como consecuencia de una reduccidn sucesiva de los aceptores de
electrones del FSy, Qa, Qg y el pool de plastoquinonas (PQ). En la oscuridad los

aceptores primarios de electrones de la via fotosintética estan completamente oxidados
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Qa, Qg; por lo que se dice que el centro de reaccion esta “abierto”. Cuando el FSy,
absorbe luz el primer aceptor de electrones Qa acepta un electron y éste no esta
disponible para aceptar el siguiente hasta que el electrén capturado no sea captado por
el siguiente aceptor de electrones. El punto donde Qa, Qg y PQ estan completamente
reducidos se denomina centro de reaccion “cerrado”.

Cuando una hoja proveniente de la oscuridad es iluminada con una luz roja (>680
nm), los valores de fluorescencia inicial (Fo) son recogidos en pocos milisegundos,
momento en que el centro de reaccion del FS, esta abierto, y la emisién de
fluorescencia recogida representa los procesos de captacion de energia en los
pigmentos antenas del FS;. Esta emisién de fluorescencia es independiente de los
procesos fotoquimicos.

Los valores de fluorescencia maxima (Fm) son recogidos cuando todos los
aceptores de electrones del FS; estan completamente reducidos, mientras que la
diferencia entre Fm y Fo (Fv) brinda informacion sobre el estado redox de los aceptores
de electrones del FS), y la relacién Fv/Fm ha sido considerada como un buen indicador
de la eficiencia fotoquimica, con valores optimos cercanos a 0,83 para muchas
especies de plantas (Bjorkman and Demmig, 1987; Johnson et al., 1993). Valores por
debajo de éste pueden ser obtenidos en plantas expuestas a condiciones de estrés,
indicando, particularmente, el fendmeno de fotoinhibicion.

Sin embargo, luego de alcanzar los valores maximos de fluorescencia de clorofila,
ésta comienza a descender nuevamente en pocos minutos. Este fendmeno es
denominado “quenching” de fluorescencia (Maxwell y Johnson, 2000) y es explicado
fundamentalmente por dos vias. La primera relacionada con un incremento en la tasa
de transporte de electrones lejos del FS;, debido principalmente a una activacion
inducida por la luz de las enzimas involucradas en el metabolismo del carbono y la
apertura estomatica. Este “quenching” es referido como “quenching” fotoquimico (qP).
La segunda via esta relacionada con un incremento en la eficiencia con la cual la
energia es convertida a calor. Este proceso es denominado “quenching” no-fotoquimico
(gN) (van Kooten y Snel, 1990, 1990).

El “quenching” fotoquimico es un indicador de la proporcion de centro de reaccion
del FS; abierto. Los cambios en el gP es debido a un cierre en el centro de reaccion,

como consecuencia de una saturacion de la fotosintesis por la luz.
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El gN esta linealmente relacionado con la disipacion por calor, y en una planta tipica
su valor esta en el rango de 0 a 1. Este término es ampliamente utilizado en estudios en
el laboratorio, por la necesidad de requerir de medidas de Fm en hojas adaptadas a la
oscuridad. Otro término para cuantificar el “quenching” no fotoquimico es QNP (Bilger y
Bjorkman, 1990), el cual es ampliamente utilizado en condiciones de campo, donde la
variable de fluorescencia de clorofila Fm esta referida a plantas adaptadas a la luz
(Fm’). Este parametro cae en la escala entre 0,5 y 3,5 a intensidades de luz saturantes.
Es importante destacar que tanto el QNP como el gN miden cambios en la disipacion de
energia relativa a estados adaptados a la oscuridad.

Para lograr apreciar el significado fisioloégico del “quenching” no fotoquimico es
necesario comprender los procesos que contribuyen a éste. Bajo muchas condiciones
el componente que mayor contribuye al QNP es el quenching energético (gE) y se ha
sefalado que es esencial en la proteccion de la hoja contra dafios inducidos por la luz
(Horton et al., 1996). Este proceso requiere de un bajo pH en el lumen de los tilacoides
e involucra la formacion de la zeaxantina inducida por la luz. Un segundo proceso que
contribuye al QNP es el denominado quenching de transicién (qT) (Walters y Horton,
1991). Este proceso incluye la fosforilacién reversible del complejo captador de luz y se
ha sefalado su importancia en la distribucibn de energia luminosa entre los
fotosistemas | y Il. Tanto el gE como el gT son dificiimente distinguidos a partir de la
cinética de relajacion, sin embargo, el qT, generalmente, tiene una pequefia
contribucion al “quenching” no fotoquimico y esta presente a bajas intensidad de luz. Un
tercer proceso es incluido en la relajacion de fluorescencia y es el quenching
fotoinhibitorio (q/). Este evento esta referido a procesos de proteccién y a dafios en el
centro de reaccion del FS; (Osmond, 1994).

En la actualidad, las mediciones de fluorescencia de clorofila a, se han convertido en
un método ampliamente usado en los estudios de fisiologia vegetal para obtener
informacidén semicuantitativa y rapida del proceso de fotosintesis, no soélo al nivel de

laboratorio sino en el campo.
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2.4 Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco)

La enzima Rubisco (EC 4.1.1.39) es una enzima bifuncional con actividad
carboxilasa y oxigenasa. Es una proteina hexadecamérica la cual no solo involucra la
interaccion del genoma nuclear y cloroplastico, sino que también requiere de la sintesis
de dos proteinas: la chaperona plastidica y la enzima Rubisco activasa.

La enzima Rubisco constituye el 50% de la proteina soluble de las hojas de las
plantas y, de hecho, se considera la proteina mas abundante en la naturaleza. Se trata
de una proteina de masa molecular 550 000 Da, compuesta por ocho subunidades
mayores de masa molecular 55 000 Da y ocho menores de masa molecular de 14 000
Da. Cada subunidad mayor contiene un centro activo, de modo que existen ocho sitios
activos por molécula de enzima Rubisco (Azcon-Bieto y Talén, 2000).

Se considera una enzima de baja eficiencia, aunque la enzima con ocho sitios
activos muestra una afinidad por el CO; (constante de Michaelis-Menten, Ky=12 uM) 90
0 100 veces superior a la afinidad por el Oz (Ky=250 uM).

La cantidad de enzima Rubisco presente en los cloroplastos no es un factor limitante
en condiciones normales. Sin embargo, en condiciones de estrés que limiten la sintesis
proteica, bien por falta de componentes esenciales, bien por inhibicion de la

transcripcién o transduccion genética, este factor puede limitar la tasa fotosintética.

2.5 Estrés por altas temperaturas. Proceso de fotosintesis

La fotosintesis, como todos los procesos fisiolégicos, depende de la temperatura.
Las plantas, usualmente, tienen un éptimo de temperatura para la cual el valor neto de
fijacion de didxido de carbono es maximo. Temperaturas superiores al 6ptimo resultan
en una reduccioén en los valores de fotosintesis.

Los efectos de la temperatura sobre la fotosintesis se han investigado ampliamente,
estableciéndose, de forma general, que en las plantas C3; se afecta el proceso a
temperaturas superiores a 35°C, resultando las plantas C, y CAM mas tolerantes, esto
permite la expansion y diversificacion de estas plantas hacia regiones mas calidas.
Ehleringer y Monson (1993), senalaron que las dicotiledoneas C4 se expanden y
diversifican hacia areas calidas con una aridez progresivamente superior y las

monocotiledéneas C4 a zonas con una precipitacion superior en el verano.
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Los dafos producidos por el estrés de calor incluyen cambios estructurales y
funcionales en la célula. Los procesos bioquimicos y fisiolégicos que se afectan con las
altas temperaturas, principalmente, son la activacion de las enzimas fotosintéticas, con
su efecto en la reduccién en la fijacion de CO,, la integridad de las membranas, la
fosforilacion y el transporte de electrones en los cloroplastos, la conductividad
estomatica a la difusion del CO, vy la traslocacion de los compuestos producidos en el
proceso. Sus efectos en el crecimiento y la sobrevivencia dependen de la intensidad y
duracion del estrés de calor. Un periodo prolongado a una temperatura moderadamente
alta puede ser tan dafiino como una breve exposicion a temperaturas extremas
(Georgieva, 1999).

Entre todas las funciones de la célula, la actividad fotosintética de los cloroplastos
resulta ser la mas sensible al calor, considerandose el sitio primario de dafo los
componentes del sistema fotosintético localizado en las membranas de los tilacoides,
siendo el mas probable el FS; (Havaux, 1993; Stefanov et al., 1996; Giardi et al., 1997
y Heckathorn et al., 1997). Un aumento en la temperatura foliar provoca una reduccion
en la actividad del FS), relacionada con la disociacion de los complejos captadores de
luz (LHCII) del nucleo central del FS; y su posterior migracion (estado de transicién)
hacia las regiones no apresadas de las membranas de los tilacoides (Georgieva, 1999).

Investigaciones recientes han demostrado que la actividad del FS, parece ser mucho
mas estable al calor que la del FS; (Havaux, 1993). Se ha encontrado que en
condiciones de temperaturas moderadamente elevadas se estimula la actividad del FS,
“in vivo” e “in vitro” (Sayed et al., 1994). Esta estimulacion parece estar asociada con un
incremento en la capacidad del transporte ciclico a través del FS,, lo cual pudiera ser un
proceso adaptativo para producir ATP, en condiciones donde la actividad del FS
disminuye severamente. Esta sintesis de ATP puede ser importante para la
sobrevivencia de las plantas y necesaria para los procesos de reparacion de dafos
provocados por el estrés de calor (Janssen y Van Hasselt, 1994).

Entre las reacciones del FSy;, el proceso de lisis del H,O es particularmente sensible
al calor (Enamy et al., 1994). ElI complejo que desprende oxigeno contiene 4 atomos de
Mn por FSj, que sirven como oxidante directo del agua (Georgieva, 1999). Las
proteinas de 33, 23 y 17 kDa asociadas con la superficie del lumen del complejo del

centro de reaccién del FS) tienen un papel importante en el desprendimiento de
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oxigeno. Se ha demostrado que la inactivacion por calor del complejo que desprende
oxigeno esta directamente relacionada con la proteina de 33 kDa pero no con el Mn?*
(Enamy et al., 1994).

La inhibicién en la fijacion de CO,, por las altas temperaturas, ha sido abordada en
muchas especies de plantas (Makino et al., 1994, Law y Crafts-Brandner, 1999).
Diversos componentes del aparato fotosintético y procesos metabdlicos asociados, son
sensibles a las altas temperaturas; sin embargo, el FS; es térmicamente sensible, pero
puede aclimatarse al calor (Havaux, 1993a). Se ha encontrado recientemente que
existe una proteina de choque térmico localizada en el cloroplasto que protege al FS;,
de los dafos de las altas temperaturas (Heckathorn et al., 1998).

La exportacion de asimilatos es otro de los procesos metabdlicos sensibles al estrés
por altas temperaturas. Jiao y Grodzinski (1996) sefialaron que el estrés de calor, en
una atmosfera rica en CO,, inhibid la exportacién de asimilatos en un grado mayor que
la fotosintesis. Sin embargo, en estudios con diferentes especies de plantas, se observo
una inhibicion en la fotosintesis neta y no en la exportacion de asimilatos (Leonardos et
al., 1996). Esta respuesta diferenciada establece que las altas temperaturas afectan en
mayor o menor medida uno u otro proceso fisiolégico o bioquimico, en dependencia de
la especie.

La actividad del ciclo de Calvin es otro de los componentes afectados por el estrés
de calor, sefalandose la activacién de la enzima Rubisco como el sitio primario de
inhibicion (Feller et al., 1998). La estrecha relacion entre el estado de activacion de la
enzima Rubisco y la fotosintesis en respuesta a intensidades de luz variables (Seeman
et al., 1990) o el contenido de enzima activasa alterado (Andrews et al., 1995; Eckardt
et al., 1997) indican el papel fundamental de la enzima activasa en la regulacion de la
fijacion de CO, fotosintético. Recientemente se ha sefalado que el estrés de calor
perturba las propiedades estructurales de la enzima activasa e inhiben la misma por
destruccion de las interacciones de sus subunidades (Crafts-Brandner et al., 1997 y
Law y Crafts-Brandner, 1999).

Los efectos inhibitorios del tratamiento de calor y la aparicion de picos de
fluorescencia de la clorofila a reflejan un proceso de desorganizacion de las membranas
cloroplasticas, donde el calor provoca la desintegracion del grana, seguida por un

incremento en el contenido lipidico de la membrana tilacoidal.
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2.6 Produccion de especies reactivas de oxigeno en los cloroplastos.

En las células vegetales los cloroplastos constituyen probablemente los organulos
mas expuestos a la accion de los radicales libres del oxigeno en virtud de la elevada
presion parcial de oxigeno existente en su interior, como resultado de la lisis del agua
en el FS).

En 1951, Mehler y posteriormente Epel y Neuman (1973), utilizando el metil-
violégeno como donador de electrones, demostraron que la reduccion del O, a H,0;
(reaccion de Mehler) puede considerase como una reaccion total que comprende la
produccién de O, como intermediario y posteriormente la dismutacién del mismo a
H,0,. Esta fue la primera indicacion del desprendimiento y reduccion del oxigeno, en
presencia de luz, en tilacoides, y se establecié al oxigeno como un oxidante de Hill.
Este proceso se encuentra asociado con el fotosistema | (FS)) y se ha observado en
algas, cloroplastos intactos y tilacoides aislados de cloroplastos, entre otros (Badger y
Schreiber, 1993, Mir et al., 1995, Li y Canvin, 1997).

En membranas de tilacoides aislados, el O, es principalmente fotorreducido en el
interior de la membrana, probablemente cerca del centro FeS o en el centro A/B del FS,
(Asada, 1994, Asada et al., 1998). Otra via alternativa de generacion de radicales
superoxido en los cloroplastos es la autooxidacion de la ferredoxina estromatica, segun
la ecuacion:

Fdred+ Oy ——» Fdox+ O

De ahi, la ferredoxina es reducida por el [4Fe-4S] A/B en el complejo del FS;, una
vez fotorreducida dona sus electrones al NADP®, catalizado por una NADP / Fd
reductasa unida al tilacoide. Un posible candidato de mediador en el estroma para la
fotorreduccion del O, es la flavodeshidrogenasa. La flavodeshidrogenasa y otras
enzimas cloroplasticas tales como Fd/NADP+ reductasa, glutationa reductasa y la
monodeshidroascorbato reductasa, estimulan la fotoproduccién del superdxido en los
tilacoides (Asada, 1999).

El radical O, puede actuar indistintamente como agente oxidante o reductor, y por lo

tanto puede producir modificaciones en una gran cantidad de variedades de moléculas
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de importancia bioldgica. Se ha postulado que el flujo de O, generado por radiolisis o
enzimaticamente, puede provocar distintos procesos degradativos “in vitro”, entre los
qgue se incluyen: peroxidacion de lipidos (Kurganova et al., 1997), ruptura y degradacién
de DNA (Rowley y Halliwell, 1983), despolimerizacién de polisacaridos (Wong et al.,
1981), entre otros.

La verdadera peligrosidad del radical O, es indirecta y radica en su capacidad para
llevar a cabo la lisis reductora del peroxido de hidrégeno, mediante una reaccién tipo
Fenton o de Haber-Weiss catalizada por trazas de metales, dando lugar a la produccion
del radical hidroxilo (OH).

El radical OH' es uno de los oxidantes mas potentes que se conoce, puede atacar y
dafar a todo tipo de moléculas presentes en los sistemas bioldgicos. Este radical posee
una velocidad de reaccion elevada, fundamentalmente con los lipidos de membranas,
acidos nucleicos y proteinas, produciendo una reaccidbn en cadena de radicales
secundarios de reactividad variable que amplifica la reactividad del radical inicial
(Halliwell, 1989). Se ha sugerido que el daio molecular producido por el radical OH no
se debe a un proceso de difusion al azar de los mismos en el interior de la célula, sino
que la destruccidn molecular ocurre en aquellas localizaciones celulares de union
metalica en las que se produce la reaccion tipo Fenton o de Haber-Weiss. Es decir, la
extension y naturaleza del dafio celular depende de la presencia de H;O, y de la
disponibilidad de sales de hierro y cobre (Saltman, 1989). Se ha observado la existencia
de una reserva de hierro débilmente ligado a complejos fosfatados como el ATP,
carbohidratos, citrato, acidos nucleicos y proteinas, que podrian estar implicados en la
conversion catalitica de H,0, a radical HO' (Nagy y Floyd, 1984, Halliwell y Gutteridge,
1986). Se ha demostrado que la produccién de OH' dependiente de O, tiene lugar en
presencia de reductores como glutation y NAD(P)H*. Sin embargo, se ha demostrado
que el ascorbato a concentraciones fisiolégicas puede actuar reemplazando
parcialmente al O2" en su funcién reductora de los iones férricos (Halliwell y Gutteridge,
1985), aunque la concentracion de ascorbato, en determinadas circunstancias, va a
depender de la produccion celular del Oy, debido a la rapidez con que este ultimo

puede actuar oxidando al ascorbato.
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2.7 Sistemas antioxidantes de defensa

En los sistemas bioldgicos, los mecanismos de defensa antioxidantes de mayor
importancia pueden ser de dos tipos: enzimaticos y no enzimaticos (Walker y Mckersie,
1993). Estos mecanismos, aunque actuan independientemente, se encuentran
relacionados entre si y le permiten a la célula vivir en armonia con el oxigeno.

Los distintos compartimientos celulares estan equipados de un complejo y completo
sistema de defensa antioxidante que le permite controlar la produccion de especies de
oxigeno activado. Estos sistemas tienden a impedir, fundamentalmente, la formacion de
los radicales nocivos de hidroxilo (OH'), mediante la eliminacion de sus precursores: los

radicales superoxido y peréxido de hidrégeno.

2.7.1 Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los sistemas antioxidantes no enzimaticos se diferencian en tres grupos
fundamentalmente:

» Reductores liposolubles, asociados a membranas: a-tocoferol y carotenoides.

» Reductores hidrosolubles: Glutation, ascorbato y cisteina.

> Quelantes de metales.

Los carotenoides actuan secuestrando directamente al oxigeno singlete y al mismo
tiempo absorben el exceso de energia de excitacion de la clorofila (Asada et al., 1998).
Protegen también a las membranas de la peroxidacién lipidica. Dentro de los
carotenoides, el B-caroteno es un antioxidante no estequiométrico que actua como
atrapador fisico del oxigeno singlete utilizando su energia para interconvertir la forma
cis del B-caroteno, en la forma trans vy viceversa.

En las plantas sometidas a determinada situacion de estrés ambiental, como por
ejemplo: estrés hidrico, salino, nutricional o de temperatura, un exceso de absorcion de
energia luminosa podria dafar el aparato fotosintético. Se ha propuesto que uno de los
mecanismos implicados en la disipacion del exceso de energia lo constituye la actividad
denominada “ciclo de las xantofilas” que ocurre al nivel de las membranas de los
tilacoides. En este ciclo, y al nivel del FS;, se produce una disipacion de energia de

forma paralela a la transformacién de violaxantina a zeaxantina (Asada, 1999). En esta
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reaccion de de-epoxidacion, la violaxantina de-epoxidasa utiliza como donante de
electrones a la fraccion de ascorbato cloroplastidico ligado a la membrana tilacoidal.

Por tanto, la presencia de zeaxantina permite a la clorofila excitada volver a su
estado fundamental, produciéndose en este paso una disipacion de energia en forma
de calor (Demmig-Adams y Adams, 1992).

Por otro lado, los reductores hidrosolubles incluyen a compuestos como el acido
ascorbico, glutation, glucosa, manitol, cisteina y acido urico. El acido ascorbico y el
glutation, son antioxidantes de bajo peso molecular presentes en las plantas a

concentracion milimolar.

2.7.2 Sistemas antioxidantes enzimaticos

La actividad enzimatica superdxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) constituye una de
las defensas primarias de mayor importancia, llevando a cabo la dismutacién de los
radicales O, a oxigeno molecular y peroxido de hidrogeno (Monk et al., 1989). Esta
enzima se caracteriza porque su sustrato es un radical libre.

O, +02+2H" ——» H;0,+ 0,
SOD

Dentro de este sistema antioxidante se distinguen tres isoenzimas fundamentales,
atendiendo al grupo prostético metalico ligado a su centro activo. El primer grupo
contiene cobre y zinc (Cu/Zn-SOD) y otros dos grupos que contienen hierro (Fe-SOD) y
manganeso (Mn-SOD) como grupo prostético. Estas metaloenzimas se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza, y la presencia de un tipo u otro esta
estrechamente relacionada con el nivel evolutivo del organismo que la presenta y
también con el organulo con el que esta asociada (Parker et al., 1984).

Cu/Zn SOD: de todas las enzimas superoxido dismutasa, son las mas estudiadas, y
por tanto las que mejor se conocen en cuanto a sus propiedades moleculares,
estructuras, caracteristicas cinéticas y mecanismos de accién enzimatico. Las Cu/Zn-
SOD son enzimas fundamentalmente eucaridticas y han sido aisladas en un amplio
rango de organismos. Se encuentran localizadas generalmente en el citoplasma y los
cloroplastos y en principio parecian ser proteinas acidas, con puntos isoeléctricos (pl)
comprendidos entre 4 y 6. Sin embargo, se han encontrado algunas con puntos

isoeléctricos bastante basicos, como es el caso de las enzimas de Photobacterium
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leiognathi (pl = 8,25) (Puget y Michelson, 1974) y Brucella abortus (pl = 8,6) (Beck et
al., 1990). Las Cu/Zn-SODs son en general enzimas bastante estables, sin embargo
presentan la caracteristica de ser sensibles al cianuro. La actividad de la mayoria de
ellas resulta ser inhibida de forma reversible en un 90% por concentracién de CN’
(1TmM), propiedad que se utiliza para diferenciarlas de la familia de las manganeso y
ferro-enzimas que no son afectadas por este inhibidor (Crapo et al., 1978). Las Cu/Zn-
SODs también son inhibidas irreversiblemente por H,O,, propiedad que comparten con
la Fe-SOD (Hodgson y Fridovich, 1975).

Mn SOD: son enzimas poco estudiadas y han sido aisladas tanto en procariontas
como eucariontas, localizandose fundamentalmente en la matriz celular y mitocondrial,
respectivamente. Las Mn-SODs son proteinas acidas con puntos isoeléctricos
comprendidos entre 4-5, aunque recientemente se ha encontrado en arroz una Mn-SOD
con pl =9 (Kanematsu y Asada, 1989). Aunque su estabilidad no ha sido estudiada tan
sistematicamente, suelen ser menos estables que las Cu/Zn-SODs. También se ha
comprobado que son menos estables a temperaturas superiores de 50°C y, en general,
se inactivan rapidamente a pH ligeramente acidos (pH<5) (Sevilla et al., 1982). Las Mn-
SODs son resistentes al CN" y al H,0,, lo que permite diferenciarlas de las Cu/Zn-SODs
y de las Fe-SODs, son la unicas SODs que no se inactivan con H,O..

Fe SOD: Es una enzima fundamentalmente de organismos procariéticos, aunque se
ha detectado su presencia en algunos organismos superiores (Kanematsu y Asada,
1979; Bridges y Salin, 1981). Estas isoenzimas presentan muchos puntos en comun
con las Mn-SODs, tanto en lo que se refiere a las homologias encontradas en las
secuencias de aminoacidos, como en su sensibilidad frente al pH y la temperatura. Asi
mismo, tienen punto isoeléctrico acidos al igual que las Mn-SODs. Las Fe-SODs son
resistentes al CN" pero son inactivadas irreversiblemente por el H,O,, o que permite
diferenciarlas de las Cu/Zn-SODs y Mn-SODs.

De forma general, todas estas isoenzimas de la SOD son codificadas en el nucleo y
transportadas a los organulos por una secuencia amino terminal.

Una ayuda importante frente a la toxicidad potencial del O, lo constituye las
enzimas catalasa y peroxidasas, las que catalizan la reduccion divalente del H2O, a
2H,0, impidiendo de esta forma la generacion de radicales OH'. Esta colaboracién

adquiere mayor relevancia si se considera que niveles elevados de H,O, pueden
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ocasionar dafos sobre determinados organulos celulares e inactivar, entre otras
enzimas, a las SODs que contienen hierro o cobre y zinc como grupos prostéticos.

Peroxidasas: Entre las peroxidasas se destaca la ascorbato peroxidasa (APX, EC
1.11.1.11) la cual es la encargada de remover el H,O, generado en los cloroplastos,
microsomas y citoplasma. Esta enzima oxida el ascorbato, presente en centro de
reaccion, a radicales monodehidroascorbato. Estos radicales son dismutados
espontaneamente a ascorbato y deshidroascorbato

Catalasa: La enzima catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) esta localizada en los
peroxisomas, su funcién en este organulo es remover el perdxido de hidrégeno formado
durante la fotorrespiracion. En los glioxisomas remueve el perdxido de hidrogeno

formado durante la B oxidacién de los acidos grasos (Monk et al., 1989).

2.8 Interés del estudio del tomate

El género Lycopersicon se origind en una estrecha banda en el oeste de
Sudamérica, a partir de donde se extendié a otras areas de Hispanoamérica. Esta
hortaliza no fue conocida en Europa hasta después de la colonizacion de los espanoles
a Ameérica, no existiendo referencia anterior a las descripciones encontradas en los
herbarios europeos del siglo XVI (Nuez et al, 1996).

El tomate Lycopersicon esculenfum es una especie cultigena que por sus
caracteristicas biolodgicas ha servido durante mucho tiempo como un modelo excelente
para estudios fisiolégicos y bioquimicos (Rick, 1987).

Las investigaciones referentes al efecto de las altas temperaturas en el cultivo del
tomate refieren que éstas influyen marcadamente en la produccién del cultivo, por ser
uno de los factores que gobiernan el crecimiento y el desarrollo de la planta (Bose y
Ghosh, 1995). El crecimiento y desarrollo del tomate transcurre entre limites de
temperaturas de 15 a 29°C, pero las condiciones Optimas se establecen a temperaturas
de 20 a 24°C. De hecho, tanto valores de temperaturas bajas como elevadas influyen
negativamente sobre la planta. Para un desarrollo eficiente de todos los procesos, en el
ciclo de vida de la planta del tomate, es necesario una diferenciacion de temperatura de

al menos 6°C entre el dia y la noche (Gent, 1990).
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Se ha sefialado que las altas temperaturas producen modificaciones en las
funciones de la planta, llegando a inhibir la fotosintesis (Mattew et al., 1990) y
desorganizando los sistemas enzimaticos (Florido, 1999) necesarios para el desarrollo
de su vida. En este sentido, se plantea que a temperaturas de 37°C o superiores se
esperan alteraciones que afectan desde el punto de vista econémico, pues mientras
que la fotosintesis puede detenerse por un periodo y posteriormente reanudarse, estas
condiciones causan serios dafos en las estructuras reproductoras, lo que trae
consecuencias en el cuajado de los frutos y disminucion de la produccion (Cuartero et
al., 1995).

Las altas temperaturas afectan la fotosintesis provocando modificaciones en la
distribucion de la energia de excitacion entre los fotosistemas, en la actividad del ciclo
de Calvin y otros procesos tales como, fotorrespiracion y productos de sintesis (Weis y
Berry, 1988; citados por Pastenes y Horton, 1996). Las plantas de tomate expuestas a
altas temperaturas pueden mostrar una disminucién en la fijjacion de CO,, una
reduccidn en la concentracion interna de COy, variaciones en el contenido de pigmentos
fotosintéticos, una reduccion de la conductividad estomatica, y una acelerada
senescencia de las plantas (Mattew et al., 1990).

Por otra parte se ha senalado que las altas temperaturas en tomate modifican los
valores de consumo de oxigeno e incrementan la actividad deshidrogenasa, de modo
que temperaturas no letales producen serios dafnos en la actividad funcional del sistema
respiratorio (lglesias, 1994). Es conocido que la reorganizacion del proceso de
respiracion es fundamental para la adquisicion de determinada resistencia a las altas
temperaturas ya que se requiere de cierta cantidad de energia para los procesos de
adaptacion y reparacion (lglesias, 1994). .

La composicion aminoacidica, también, se altera con las altas temperaturas. En
hojas de tomate se ha senalado la acumulacion de prolina libre después de la
exposicion al calor, observandose que los genotipos mas tolerantes acumulan mayor
cantidad que los susceptibles (Basra et al., 1992). Del mismo modo, estos autores
encontraron que las altas temperaturas reducen la cantidad de prolina libre en anteras y
polen, debido quizas a su mayor acumulacion en hojas, lo que conlleva a una disfuncion

del polen y por tanto a una reduccion del potencial productivo. A las altas temperaturas,
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también se le atribuye un efecto adverso sobre el crecimiento del tubo polinico, la
germinacion y el desarrollo del embrion (Cuartero et al., 1995).

Las altas temperaturas retardan la formacion de los racimos, reduce el numero de
flores por racimos (Abdul-Baki, 1991) y el tamafo de las flores. En el estado de
floracion, la temperatura éptima es de 13-17°C durante la noche y 23°C durante el dia
(Goémez et al., 2000). Por su parte la fructificacion se dafia a 26/20°C (dia /noche) y se
interrumpe severamente por encima de 35/26°C (dia /noche) (Stevens y Rick, 1987). Se
plantea que uno de los indicadores mas importantes de tolerancia al calor en el cultivo
del tomate, lo constituye la capacidad de fructificacion en condiciones de altas
temperaturas nocturnas, senalandose que aquellas variedades que muestran mayor
capacidad para la fructificacion bajo altas temperaturas y condiciones adversas de
humedad resultan las mas adecuadas para su produccién en los tropicos (Cuartero et
al., 1995).

En la actualidad, la mayoria de las variedades de tomate, ademas de ser originarias
de zonas frescas, se han mejorado en zonas templadas, por lo que ellas no fructifican si
la temperatura del dia y la noche llegan a 30 y 23°C, respectivamente. Tales
condiciones son frecuentes en los trépicos, donde en consecuencia el tomate es un
cultivo dificil de desarrollar (Villareal, 1982).

En Cuba la produccion del tomate se realiza, fundamentalmente, en la llamada
“estacion seca” (noviembre-abril), en la cual se presentan las condiciones climaticas
mas favorables. En el periodo primavera-verano, “estacion lluviosa®, la interaccion de
las altas temperaturas con la alta intensidad luminosa es la responsable de la baja
fructificacion del tomate y provoca, a su vez, efectos negativos sobre el crecimiento
(Cuba MINAGRI, 1984). La humedad, es otro de los factores ambientales que afecta la
producciéon de tomate (Bakker, 1990). De ahi, que la produccion final y la calidad del
fruto es el resultado de varios procesos como el crecimiento vegetativo, la floracién, el
cuajado y crecimiento del fruto los cuales son afectados por la temperatura, la
intensidad luminosa y la humedad.

En Cuba, se desarrolla un programa de Mejoramiento Genético, por via clasica y
biotecnologica, para la obtencidén de nuevas variedades de tomate que resulten
tolerantes a condiciones climaticas adversas, para asi propiciar el cultivo del mismo en

época donde las altas temperaturas, la alta intensidad luminosa, la humedad, y las
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enfermedades, no permiten su cultivo. De ahi, que el estudio de la fisiologia y la
obtencion de criterios bioldgicos para la seleccion de plantas, resulta de gran interés, ya
gue son mas objetivos y suministran una mayor informacién sobre el sistema, a la vez

que contribuyen al conocimiento para una mejor adaptacion a la condicion de estrés.
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1 Condiciones de cultivo

Semillas de tres genotipos de tomate (Lycopersicon esculentum. Mill) se pre-
germinaron en placas de Petri con agua destilada. Cuando emergieron las radiculas, las
semillas se transfirieron a recipientes plasticos de 14 y 12 cm de diametro y altura,

respectivamente; rellenos con turba y perlita (2:1, v/v).

Las plantas crecieron en condiciones controladas de temperatura 25/20°C, dia
/noche, intensidad luminosa de 250 pmol fotones m? s™', humedad relativa del 60% vy
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Las mismas se regaron en dias

alternos con solucion nutritiva (Hoagland y Arnon, 1950).

Los distintos experimentos considerados en el trabajo se replicaron dos veces para
comprobar la veracidad de los resultados. A lo largo del documento se tendran en

cuenta los ensayos donde variaron las condiciones controladas de crecimiento.

3.2 Efecto de diferentes tiempos de exposicion a la alta temperatura
en el funcionamiento del aparato fotosintético de tres genotipos de

tomate.

3.2.1 Material vegetal y tratamientos

Plantas de tres genotipos de tomate, Campbell-28, variedad comercial con altos
rendimientos en condiciones 6ptimas (Gomez et al., 1997), Amalia, variedad obtenida
en el Programa de Mejoramiento Genético del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas,
y caracterizada como una variedad con buen comportamiento productivo en
condiciones no 6ptimas de siembra (Alvarez et al., 1997) y Nagcarlang, tipo silvestre
sefalado en la literatura como tolerante a las altas temperaturas (Stevens, 1979;
Villareal y Lai, 1979; Bar-Tsur et al., 1985; Tomato Genetic Cooperative Report, 1994),
crecieron en las condiciones controladas descritas en el epigrafe 3.1.

Cuando las plantas alcanzaron treinta dias se expusieron a 45°C por a) 2 horas y b)
3 horas, en condiciones de luz. Previo a la imposicion de los tratamientos, las plantas

se iluminaron por dos horas, para la activacion de las funciones fotosintéticas, a la
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temperatura de 25°C e intensidad luminosa de 250 pmol fotones m? s™'. Las plantas
mantenidas en las condiciones normales de crecimiento (epigrafe 3.1) se consideraron
control.

Cada tratamiento estuvo conformado por diez plantas y las evaluaciones fisiologicas
y bioquimicas se realizaron inmediatamente después de concluidos los tratamientos de
temperatura. Las variables fisiologicas se determinaron en condiciones de temperatura
de 25°C.

3.2.2 Evaluaciones realizadas y sus metodologias
3.2.2.1 Medida del estado hidrico de las plantas

Las medidas de potencial hidrico foliar (¥h) y potencial osmético foliar (¥s) se
realizaron en cuatro plantas de cada genotipo por tratamiento, para comprobar que el
estado hidrico de las mismas era adecuado.

Para las medidas del Wh se utiliz6 una camara de presion tipo Scholander-Hammel
modelo 3000 (Soil Moisture Equipment Co., Santa Barbara, CA, USA). Segun la
metodologia de Scholander et al. (1965), las hojas se envolvieron en una bolsa de
plastico y se colocaron rapidamente en la camara (Turner, 1988), donde la presién se
incrementd a razén de 0,03 MPa s, utilizando gas de nitrégeno.

El ¥s se midié con un osmoémetro de presién de vapor modelo 5 500 (Wescor Inc.,
Logan, UT, USA). Las hojas recién cortadas y envueltas en papel de aluminio se
introdujeron en nitrogeno liquido. Antes de realizar las medidas, las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente, se colocaron en una jeringuilla, y en el jugo
celular extraido se midié el potencial osmoético de acuerdo a Gucci et al. (1991). El
potencial de turgencia (¥p) se estimé por la diferencia del potencial hidrico y el

osmoético.

3.2.2.2 Variables del intercambio gaseoso de las plantas

Las determinaciones de la fotosintesis neta (A) y la conductancia estomatica (g)) se
realizaron con ayuda de una analizador de gases infrarrojo portatil Licor modelo Li-6
200 (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA), en la tercera hoja del apice a la base, en
condiciones controladas de temperatura a 25°C e intensidad luminosa de 250 pmol

fotones m? s™, en una superficie foliar de 1,75 cm?. Las determinaciones se realizaron
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sobre cinco plantas de cada genotipo por tratamiento, haciéndose dos repeticiones por

determinacion.

3.2.2.3 Variables de fluorescencia de clorofila a de las plantas

Las determinaciones de las variables de fluorescencia de clorofila a se realizaron
sobre cinco plantas de genotipo por tratamiento, haciéndose dos repeticiones por
determinacion; con un fluorimetro portatil Opti-Sciences, modelo OS 30 (Opti-Sciences
Inc., Tyngsboro, MA, USA). Las medidas se realizaron en las mismas hojas donde se
determiné el intercambio gaseoso, en una superficie foliar de 1,5 cm?. Previo a las
mediciones de fluorescencia las plantas se mantuvieron en la oscuridad, al menos 20
minutos, para garantizar que todos los centros de reaccion del FS; estuviesen en
estado “abierto”. La fluorescencia inicial (Fo) se obtuvo al hacer incidir una onda
modulada de luz roja en la superficie de la hoja. La emision de fluorescencia maxima
(Fm) se midi6 después de un pulso de saturacion de luz blanca de 2 600 uymol fotones
m?s™ de Radiacién Fotosintéticamente Activa (PAR). Los valores de fluorescencia Fo,
Fm se leyeron directamente del fluorimetro. La fluorescencia variable (Fv) se estimé a
partir de los valores de Fo y Fm (Fm-Fo). La eficiencia fotoquimica del FS; (Fv/Fm), asi

como la nomenclatura usada fue segun lo establecido por Van Kooten y Snel (1990).

3.2.2.4 Contenido de pigmentos fotosintéticos foliares

La extraccion de pigmentos se desarrollé siguiendo la metodologia de Arnon (1949).
El material vegetal utilizado fueron hojas colectadas a partir de tres plantas de cada
genotipo por tratamiento, tomandose material suficiente para la realizacion de dos
repeticiones por determinacién. El extracto se obtuvo a partir de 0,20 gramos de hojas
lavadas y cortadas en tiras, las que se maceraron en un mortero con acetona al 80%
(v/v) y se filtr6 a través de dos capas de malla de plastico y posteriormente al vacio. El
extracto vegetal colectado se llevo a un volumen final de 25 mL con acetona al 80%
(v/v) y finalmente se leyé en un espectrofotometro (Spekol, mod. 11) a las siguientes
longitudes de ondas: 665 nm para clorofila a, 649 nm para clorofila b, 652 nm para
clorofilas totales y 440 nm para carotenoides.

La concentracion de los pigmentos del extracto se calculd a partir de las siguientes

ecuaciones:
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clorofilas totales (mg/L) = (Ds2) / 34,2) x 1000
clorofila @ (mg) = (11,63 x Dgss)) — (2,39 X D(e49))
clorofila b (mg) = (20,11 x D(sa9)) — (5,18 X Dses))
carotenoides (mg/L) = (4,695 x D40)) — (0,268 x clorofilas totales)
donde D constituye la absorbancia a la longitud de onda que se senala. A partir de los
valores de clorofila a y b se calculd la relacion clorofila a/b. Finalmente, los resultados
del contenido de pigmentos se expresaron de manera uniforme considerando la masa

fresca foliar (mg g™ MF).

3.2.2.5 Estimacion de la funcionalidad de las membranas celulares

Se empled el método conductimétrico para evaluar el dano producido por los
tratamientos en las membranas celulares, siguiendo la metodologia empleada por
Lafuente et al. (1991). Se obtuvieron discos foliares de 0,6 cm de diametro a partir de
tres plantas de cada genotipo por tratamiento, colectandose material suficiente para
realizar dos repeticiones por determinacion, los que se lavaron tres veces con agua
desionizada para eliminar los iones externos que pudieron ser liberados luego del corte.
Posteriormente, se dejaron reposar en 20 mL de agua desionizada, durante 20 horas a
20°C. Transcurrido este tiempo, se midio el eflujo de electrolitos de los discos, tanto de
las plantas tratadas como las plantas control, en un conductimetro CyberScan 200. En
la fase final se sometieron los discos a muerte total del tejido; por calentamiento a
100°C durante quince minutos, para luego medir la conductividad final de la solucion.

El porcentaje de electrolitos difundidos fuera de la membrana celular se calcul6
siguiendo la formula:

% de electrolitos = C1/ C2 x 100

donde C1 y C; son las lecturas conductimétricas previas y posteriores al tratamiento de

muerte total, respectivamente.
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3.3 Efecto de la aplicacion de una temperatura moderada en la
oscuridad y un choque de calor en condiciones luminosas, sobre la
actividad fotosintética y el metabolismo oxidativo, en dos genotipos

de tomate.

3.3.1 Material vegetal y tratamientos

Las plantas de tomate de los genotipos Amalia y Nagcarlang se desarrollaron bajo
las condiciones normales de crecimiento descritas en el epigrafe 3.1. A los treinta dias
se les impusieron diferentes tratamientos de temperatura.

Un grupo de plantas se sometié a la temperatura moderada de 35+0,6°C, en
condiciones de oscuridad por un periodo de cuatro horas durante tres dias
consecutivos, al terminar esta condicion, las plantas se regresaron a las condiciones
normales de crecimiento (Moderada).

Por otra parte, plantas de la anterior condicion y de las que se desarrollaban
normalmente, se sometieron a la temperatura de 45+1°C durante 3 horas en
condiciones de luz, Moderada+Choque y Choque, respectivamente. El tiempo esperado
para imponer el tratamiento Choque en las plantas que recibieron el tratamiento
Moderada fue de 20 horas. Estas plantas se iluminaron por dos horas (250 pmol
fotones m? s™) antes del tratamiento de temperatura a 45°C.

Un grupo de plantas de las condiciones normales de crecimiento sirvié de control, de
manera que se analizaron cuatro tratamientos: Control, Moderada, Choque,
Moderada+Choque. Cada tratamiento estuvo conformado por veinte plantas por
genotipo.

Las evaluaciones fisiologicas y bioquimicas se realizaron 20 horas después de
retornadas las plantas a las condiciones normales de crecimiento en el tratamiento
llamado Moderada, mientras que las evaluaciones realizadas en las plantas que
recibieron de algun modo el tratamiento de Choque (Choque, Moderada+Choque) se

realizaron inmediatamente después de concluido el estrés.

3.3.2 Evaluaciones realizadas y sus metodologias
3.3.2.1 Medida del estado hidrico de la planta
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Las determinaciones del potencial hidrico foliar (¥h), potencial osmético foliar (¥s) y
potencial de turgencia (¥p) se realizaron en tres plantas de cada genotipo por
tratamiento, para verificar el estado hidrico de las plantas, siguiendo la metodologia

descrita en el epigrafe 3.2.2.1.

3.3.2.2 Temperatura foliar y del suelo

Las mediciones de la temperatura foliar de las plantas expuestas a las distintas
condiciones de temperatura se realizaron, en tres plantas de cada genotipo por
tratamiento, a través de un sensor de temperatura ubicado en la camara de medicion
del Licor, modelo Li-6 400 (LI-COR INC., Lincoln, NE, USA). La temperatura del suelo,
al nivel de la raiz, se determin6 ubicando un termémetro de mercurio en el sustrato de

tres macetas por tratamiento.

3.3.2.3 Variables del intercambio gaseoso de las plantas. Analisis de las curvas de
asimilacion de CO; a diferentes concentraciones de CO; (Curvas (A/Ci)

Las distintas variables que describen el intercambio gaseoso (fotosintesis neta, A;
conductancia estomatica, g, y transpiracion, Tr) se determinaron utilizando un analizador
de gases por infrarrojo portatil Licor 6 400, en la tercera hoja del apice a la base, en dos
plantas de cada genotipo por tratamiento. EI comportamiento de las variables del
intercambio gaseoso ante los distintos tratamientos se determiné siguiendo sus
variaciones en un rango de concentracion de CO, externa (Ca) de 100 a 1 200 umol
mol™!, seglin la metodologia descrita por Long y Bernacchi (2003). Se partio de valores
de Ca = 350 umol mol™" que disminuyeron hasta 100 pmol mol™. A partir de este valor,
Ca se fijd nuevamente en 350 umol mol™' y de ahi su concentracién se incrementd
hasta 1 200 umol mol™" (Ca = 350, 250, 200, 150, 100, 350, 500, 750, 1 000, 1 200 pmol
mol '1). Para todas las curvas se comprobé que el valor de las variables de intercambio
gaseoso (A, g/ y Tr) para Ci correspondiente a Ca = 350 pmol mol™ fuera el mismo para
las dos veces que se midid esta concentracion. Las determinaciones se realizaron en
condiciones constantes de flujo de gases (400 umol s™), intensidad de luz (Q = 1 800
umol fotones m? s™) y superficie foliar (2 cm?). Antes de comenzar las medidas se

espero a que la hoja se adaptara a las condiciones de la camara de medicion, de forma
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que A, g,y Ci fueran completamente estables. Las medidas no se registraron hasta que

el coeficiente de variacién de A y Ci fue inferior a 0,1.

Las curvas A/Ci se analizaron segun el modelo bioquimico de asimilacion de CO;
propuesto por Farquhar et al. (1980), quienes propusieron que A (umol CO, m?s™) se

define por la siguiente ecuacion:
A =min [Ac, Aq, Ap] - Rd,

donde Ac es la tasa de carboxilacion limitada por la cantidad, estado de activacion y
propiedades cinéticas de la enzima Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigena
(Rubisco); Aqg es la tasa de carboxilacion limitada por la tasa de regeneracion de la
Ribulosa Bisfosfato (RuBP), Ap es la tasa de carboxilacién limitada por la regeneracion
de RuBP dependiente de la utilizacion de la triosa fosfato y Rd es la tasa de respiracion

mitocondrial.

En condiciones de luz saturante y Ci inferiores a 250 umol mol ~' la tasa de
carboxilacion de la enzima Rubisco esta limitada por la cantidad, estado de activacion y
propiedades cinéticas de la enzima, descrita por la siguiente expresion:

Ci-Ir=

Ac = Vecmax — -
Ci +Kcl[1 +(0i / Ko)|

donde Vcmax es la velocidad maxima de carboxilacion y obedece a la cinética
competitiva de Michaelis-Menten con respecto al O, y CO,, " * es el punto de
compensacion de CO; en ausencia de respiracion mitocondrial, Kc y Ko son las
constantes de Michaelis-Menten para el CO; y O,, respectivamente y Ci y Oi son las
presiones parciales internas del CO; y el O,, respectivamente. De los parametros
claves del modelo, Vcmax y Jmax pueden variar entre especies, mientras que los
parametros Kc, Ko y I * varian con la temperatura y se refieren a las propiedades
intrinsecas de la enzima Rubisco, los cuales son generalmente asumidos como
constantes entre especie. En el experimento las variaciones de Kc, Koy 7" * con la
temperatura no se consideraron ya que las determinaciones de las curvas A/Ci se

realizaron a temperatura de 25°C.
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Cuando la carboxilacién es limitada solamente por la regeneracion de la RuBP via
transporte de electrones, la tasa de carboxilacion, entonces puede ser expresada por:
_ J(Ci-Ir*)
4(Ci+2r*)
donde J es la tasa potencial de transporte de electrones y el factor 4 indica que el
transporte de cuatro electrones generan suficiente ATP y NADP H® para la
regeneracion de la RuBP en el Ciclo de Calvin (Farquhar y von Caemmerer, 1982). La
tasa potencial de transporte de electrones es dependiente de la intensidad luminosa, Q,
acorde a la expresion empirica de Smith (1937).

2 2\2

J=a@/ 1,.% 2

J max

donde a es la eficiencia de conversién de la energia y Jmax es la tasa de transporte

electréonico a maxima saturacion de luz.

Finalmente cuando la utilizacion de las triosas fosfato restringe la carboxilacion, la

condicién limitante puede ser descrita como:

Ap =3UTP
(1- I"*/Ci)
donde UTP es la tasa de utilizacion de la triosas fosfato. Esta limitacion comienza a ser
importante cuando la utilizacion de las triosas fosfato para la produccion de almidon y
azucar decae para mantenerse con la produccién de triosas fosfato en el ciclo de Calvin
y como resultado la disponibilidad de fdosforo inorganico comienza a limitar la
asimilacién de CO; (Harley y Sharkey, 1991; Harley et al., 1992). Esta situaciéon es poco
probable, aunque existen evidencias recientes que seflalan que las limitaciones
impuestas a la asimilacion de CO, por la utilizacion de las triosas fosfato pueden ser
comunes bajo condiciones de elevada Ciy alta irradiacion (Harley et al., 1992). En esta
experimentacion no se tendra en cuenta la limitacién impuesta por la utilizacion de las
triosas fosfato ya que no se observé en todos los tratamientos una caida en los valores

de A para Ci elevada.
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3.3.2.4 Variables de la fluorescencia de la clorofila a en las plantas

Las determinaciones de fluorescencia de clorofila a se realizaron con el Licor 6 400,
en hojas con similar estado de desarrollo a las empleadas para el intercambio gaseoso.
Se emplearon cuatro plantas de cada genotipo por tratamiento, las que se incubaron en
la oscuridad durante 20 minutos, previo al comienzo de las mediciones de
fluorescencia. Las variables temperatura de la hoja (25°C) y concentracion de CO, (350
umol mol™) se mantuvieron constantes. Los valores de Fo se obtuvieron al hacer incidir
en la superficie de la hoja una onda modulada de luz roja, mientras que los valores de
Fm se lograron después de un pulso de saturacion de luz blanca (>8 000 umol fotones
m? s™") de 0,8 segundos de duracion. Los valores de Fv se estimaron a partir de los
valores de Fo y Fm. La nomenclatura utilizada fue segun lo establecido por Maxwell y
Johnson (2000), donde la relacién Fv/iFm es considerada la eficiencia fotoquimica del
FS), el quenching fotoquimico, qP, es la proporcion de centros de reaccién de FS
abierto, el quenching no fotoquimico, gN, es la disipacién de energia por vias no

fotoquimicas.

3.3.2.5 Actividad antioxidante enzimatica
3.3.2.5.1 Extraccion de enzimas foliares

Todo el procedimiento de extraccion se llevé a cabo a 4°C. Para la extraccion de las
enzimas se colectaron hojas de cuatro plantas de cada genotipo por tratamiento, las
que se lavaron, cortaron y homogenizaron durante 2 6 3 minutos en tampon fosfato
potasico (50 mmol L™, pH 7,8); empleando una relacién masa / volumen de 1/2. Todos
los tampones contenian &cido etileno-diamino tetra-acético (EDTA.Nay) (0,1 mmol L),
cisteina (5 mmol L"), polivinil pirrolidona 1% (m/v) (PVP), feniimetilsulfonilfluoruro (0,1
mmol L) (PMSF) y Tritén X-100 (0,2 % v/v). Para la extraccién de la enzima Ascorbato
Peroxidasa se incluyo en el tampén de extraccion acido ascérbico (20 mmol L) y se
omitié el EDTA.Na..

Los extractos se filtraron a través de una capa de malla de plastico y se
centrifugaron a 15. 000 x g durante diez minutos, los sobrenadantes se colectaron y
se filtraron a través de una columna de Sephadex G 50 PD 10 (Pharmacia Biotech AB),
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equilibrada con los respectivos tampones de extraccion. Los extractos se almacenaron
a -20°C, excepto el de la enzima Ascorbato Peroxidasa, actividad que se determind

inmediatamente.

3.3.2.5.2 Actividad de la enzima Superéxido Dismutasa

Se determind la actividad total de la enzima Superédxido Dismutasa (SOD) y de las
isoformas presentes en el extracto.

Para la determinacion de la actividad SOD total, se empled el método del citocromo
“c”, basado en la inhibicion, por la SOD, de la reduccién del mismo por los radicales
libres Oz generados por el sistema enzimatico xantina-xantina oxidasa (McCord y
Fridovich, 1969). El ensayo se llevd a cabo en un volumen final de 3 ml de una mezcla
de reaccidén que contenia citocromo “c” (1 mmol L"), xantina (1 mmol L"), tampdn
fosfato potasico (50 mmol L™, pH 7,8), EDTANaz (0,1 mmol L"), y 25-100 uL de la
muestra. La reduccién del citocromo “c” se siguié por registro continuo a 550 nm en un
espectofotometro de doble haz, termostatado a 25°C (Shimadzu modelo UV-260).

Una unidad de actividad SOD se definié como la cantidad de enzima necesaria para
producir una inhibicion del 50 % en la velocidad inicial de reduccién del citocromo “c” en
la reaccion a 25°C (McCord y Fridovich, 1969). La actividad enzimatica, en Usop mL™,
se calculd a partir del porcentaje de inhibicion producido por la muestra, segun la

expresion:

Asso/min(control ) - Ass,/min(problema) % 100

% inhibicion = ,
Assp/min(control )

Unidades de SOD/ml = Z2/nhibicion .
50% V

donde A es la absorbancia a la longitud de onda que se sefiala, V es el volumen de la
muestra utilizada expresada en mL y f es el factor de dilucién empleado. La actividad de
la enzima finalmente se expresé en Usop mg™ de proteina.

Para la identificacion de las isoenzimas presentes en el extracto se utilizo la técnica
cromatografica de isoelectroenfoque, utilizando geles de Acrilamida / Bis de 30%

(37,5:1 m/m). La preparacion de los geles fue a partir de una solucibn madre que
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contenia 9,7% de acrilamida y 0,3% de bis-acrilamida, a la que se le afiadié anfolitos
(Pharmacia) al 30% (v/v), con rango de pH entre 4-6 y 1,25 mL de glicerol. La mezcla
se desgasifico y finalmente para la gelificacion se afadieron 12,5 yL de N,N,N’,N’
tetrametilotileno diamino (TEMED) y una solucién de persulfato de amonio al 10% (m/v).

Las muestras, para los desarrollos electroforéticos, se diluyeron convenientemente
en sacarosa al 60% (m/v) y se les anadié anfolitos al 40% (v/v). El volumen de muestra
aplicada garantizé una concentracion de 200 ug de proteina. Se utilizé una solucién de
rojo de metilo como indicador de la formacion del gradiente de pH.

El desarrollo electroforético se llevd a cabo a 4°C, con un pre recorrido a 250 V
durante treinta minutos, y cada treinta minutos se incrementé en 50 V hasta alcanzar
450 V. El tiempo posterior de la corrida se efectud a voltaje constante de 450 V, durante
cuatro horas. Este tiempo fue el 6ptimo para la formacién del gradiente de pH y para la
focalizacion de las SODs presentes en los diferentes extractos.

La actividad SOD se detecto en los geles por el método fotoquimico de Weisiger y
Fridovich (1973), basado en la reduccion del nitro azul tetrazolio (NBT) por los radicales
libres O," generados por la accién de la luz sobre una solucién de riboflavina y TEMED.

La identificacién de la actividad de las distintas isoenzimas de la SOD se efectu6
mediante el uso de inhibidores especificos (KCN y H20;). Una vez acabado el
desarrollo electroforético, los geles se incubaron en tampdn fosfato potasico (50 mmol
L™, pH 7,8), EDTA.Na; (0,1 mmol L") en presencia de KCN (2 mmol L") para inhibir la
actividad Cu/Zn-SOD y en presencia de H2O; (5 mmol L™) para inhibir la actividad
Cu/Zn-SOD y Fe-SOD. Una vez lavados los geles con el mismo tampon, se efectud el
revelado fotoquimico de la actividad de la SOD por el método del NBT descrito
anteriormente.

La cuantificacion de las actividades de las distintas isoformas se realiz6 utilizando un
analizador de imagen (Gen Tools, Syngene, 1998). Conocidos los porcentajes de
actividad de las isoenzimas, la actividad de cada isoenzima se obtuvo multiplicando la
actividad total de la SOD determinada segun el método de McCord y Fridovich (1969),

por los respectivos porcentajes.

3.3.2.5.3 Actividad de la enzima Ascorbato Peroxidasa
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La actividad de la enzima Ascorbato Peroxidasa (APX) se determiné segun el
método de Hossain y Asada (1984), basado en la medida, a 290 nm, de la oxidacién del
acido ascorbico. La mezcla de reaccion se efectué en un volumen final de 1 mL, que
contenia tampon de N-2- hidroxi etilpiperazina-N"- acido etanosulfénico (HEPES-NaOH,
50 mmol L', pH 7,6), ascorbato (0,22 mmol L"), y 20-100 pL de muestra,
convenientemente diluida. La reaccién a 25°C se inicié afiadiendo H,0, (0,3 mmol L™),
siguiéndose la oxidacion del ascorbato durante un minuto, a intervalos de diez
segundos tras la adicion del peroxido de hidrégeno, frente a un blanco constituido por el
tampon de reaccidn y la muestra, sin el peroxido de hidrégeno. La actividad enzimatica,
expresada en pmol minuto™ mL™" se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccion

1

con un coeficiente de extincion molar para el acido ascérbico de 2,8 mM cm ™ (Hossain

y Asada, 1984). Finalmente la actividad APX se expresé en nmoles min™ mg™ proteina.

3.3.2.5.4 Actividad de la enzima Catalasa

La actividad de la enzima Catalasa (CAT) se desarrolld segun el método
espectrofotométrico descrito por Aebi (1984), basado en la medida de la disminucién de
la absorbancia a 240 nm motivada por la desaparicion del H,0O,. El ensayo se efectud a
25°C en un espectrofotémetro (Shimadzu UV-240), equipado con un accesorio de
termoestabilizacion y empleando 900 uL de una mezcla de reaccién que contenia H,0>
30% (v/v) y tampon fosfato potasico (50 mmol L', pH 7,0). La reaccion se inicié por la
adicion de 25-100 yL de muestra, convenientemente diluida con el tampon de reaccion,
que contenia Triton X-100 al 0,1% (v/v). Como blanco se empled la solucion tampdn. La
actividad enzimatica, expresada en pmol minuto” mL”, se calculd a partir de la
velocidad inicial de reaccidon con un coeficiente de extinciéon molar para el H,O, de
39,58 M cm™ (Del Rio et al., 1978). Finalmente la actividad se expresé en mmol

minuto™’ mg™ proteina.

3.3.2.6 Estado oxidativo de las plantas
3.3.2.6.1 Contenido de peroxido de hidrégeno foliar

Para la determinacion del perdxido de hidrogeno (H20;), 0,5 gramos de tejido foliar,
proveniente de tres plantas de cada genotipo por tratamiento, se maceraron en 1 mL de
tampon HEPES-NaOH (50 mmol L™, pH 7,5) y EDTA.Na, (1 mmol L™). El extracto se
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filtré a través de cuatro capas de malla de plastico y se centrifugé a 15. 000 x g durante
diez minutos. Este procedimiento se llevd a cabo a 4°C y de manera rapida, para
reducir la pérdida de H,0O, durante la extraccion. El sobrenadante se utilizd
inmediatamente para la determinacion del H,0,.

El contenido de H,0, se determind por un ensayo de peroxidasa acoplada, usando
4 -aminoantipirina y fenol como sustrato donador (Goméz et al., 2004).

Para el ensayo se tomaron 200 uL del extracto a los que se les anadié 4 mL de
una solucion preparada en tampon fosfato potasico (0,1 mol L™, pH 6,9), que contenia:
4-aminoantipirina (5 mmol L™), fenol (2,5 mmol L™), peroxidasa (2 x 10° mol L) y H,0,
(2,5 x 10 mol L"), igualandose los volimenes a 10 mL con agua ultrapura (milli-Q),
agitando bien la mezcla. Transcurrido cinco minutos, a temperatura ambiente, se
efectuo la lectura a 505 nm, frente a un blanco con agua ultra pura (milli Q).

Se realiz6é una curva patron de H,O, con un intervalo de concentracion desde 0,62 a
10,0 ymol L™, a partir de una solucién madre de perdxido de hidrégeno de 20 pmol L.
Los valores de densidad Optica del extracto se interpolaron sobre la recta patron y se

obtuvo la concentracion de H,O, nmol mL".

3.3.2.6.2 Contenido de malondialdehido en las plantas

El indice de peroxidacion lipidica se estimo siguiendo la metodologia descrita por
Buege y Aust (1972), basada en la medida a 535 nm, del contenido en malondialdehido
(MDA). El extracto vegetal se obtuvo a partir de 2 gramos de tejido foliar, de tres plantas
de cada genotipo por tratamiento, homogenizado con tampdn fosfato potasico (100
mmol L, pH 7,0) y PMSF (0,1 mmol L™). Este se filtré a través de dos capas de malla
de plastico y se centrifugd a 14. 000 x g durante diez minutos, colectandose el
sobrenadante para la determinacion de MDA.

Para el ensayo se tomaron 200 uL de las soluciones de la curva patron y volumenes
de 200 pL del extracto y se les afadi6 1 mL de un reactivo que contenia acido
tricloroacético al 15% (m/v), acido tiobarbiturico al 0,375% (m/v) y butilhidroxitolueno al
0,01% (m/v), preparado en HCI (0,25 N), agitando bien la mezcla. Posteriormente, la
mezcla se calentd durante quince minutos a 95°C con agitacion. Se dejé enfriar y se
centrifugd a 2 000 x g durante cinco minutos, efectuandose la lectura frente a un blanco

de agua ultrapura (Mili-Q).
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Se realizé una curva patréon de malondialdehido dimetil acetal con un intervalo de
concentracion de 0,05 a 5,0 ymol L™ a partir de una solucién madre de 10 ymol L. Los
valores de densidad Optica del extracto se interpolaron sobre la recta patron y se obtuvo
la concentracién de MDA nmol mL™, la concentraciéon de malondialdehido se expresé
en nmol de MDA mg™ proteina.

3.3.2.6.3 Contenido de proteinas solubles: totales y modificadas oxidativamente

El extracto vegetal se obtuvo a partir de 1 gramo de tejido foliar, con una
representacion de tres plantas de cada genotipo por tratamiento, el que se homogenizé
con tampén fosfato potasico (100 mmol L™, pH 7,0) y un inhibidor de proteasa. El
extracto se filtr6 a través de dos capas de plastico y centrifugé a 14. 000 g durante
quince minutos, colectandose el sobrenadante para la determinacion de las proteinas.

La concentraciéon de proteinas solubles totales se determind por el método de
Bradford (1976), empleando albumina de suero bovino (ASB) como patrén de
calibracién en un rango de 4 a 100 g, preparadas a partir de una solucién madre de
800 ug mL™" y determinandose la absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteinas
se expresé en mg mL™.

La cuantificacion de las proteinas modificadas oxidativamente (carbonil proteinas) se
realizé siguiendo la metodologia descrita por Prassad (1996). Las muestras se
incubaron durante quince minutos con sulfato de estreptomicina al 10% (m/v) en
tampon fosfato potasico (100 mmol L™, pH 7,4). Después de centrifugadas a 2 000 x g
durante diez minutos, el sobrenadante se mezclé con dinitrofenil hidracina (DNPH) (20
mmol L") en HCI (2 mol L") y se incubd durante una hora a temperatura ambiente. El
blanco fue incubado con HCI (2 mol L"). Las proteinas se precipitaron con acido
tricloroacético (TCA) y el precipitado se enjuagd tres veces con 500 pyL de etanol /
etilacetato (1:1 v/v). El precipitado se resuspendio finalmente en 600 uL de guanidina (6
mol L") y se leyé la absorbancia a 360 nm. El contenido de carbonil proteinas se
calculé usando un coeficiente de absorcion molar para hidrazonas alifaticas de 22 000
M cm™ (Prassad, 1996). La concentracion de proteinas modificadas oxidativamente se

expresé en nmol mg™' proteina.
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3.4 Efecto del periodo breve de exposicién a diferentes temperaturas
foliares en la funcionalidad del aparato fotosintético, en dos

genotipos de tomate.

3.4.1 Material vegetal, condiciones de cultivo y tratamientos

Plantas de los genotipos de tomate Amalia y Nagcarlang, crecieron en condiciones
controladas de temperatura de 25/18°C, dia /noche, humedad relativa del 40% e
intensidad luminosa de 165 pmol fotones m? s™. El resto de las condiciones fueron
similares a las descritas en el epigrafe 3.1.

Treinta dias después de la emision de la radicula, la tercera o cuarta hoja,
numeradas del apice a la base, se colocé en la camara de medicion del Licor 6 400,
quedando encerrada en ella un area foliar de aproximadamente 2 cm? Las
temperaturas de 25 y 35°C se establecieron en la seccién foliar, durante diez minutos,
con la ayuda del equipo. A partir de este tiempo se evaluaron las distintas variables que
describen el funcionamiento del aparato fotosintético.

3.4.2 Variables evaluadas y sus metodologias
3.4.2.1 Variables del intercambio gaseoso de las plantas. Analisis de las curvas de
asimilacion de CO; a diferentes concentraciones de CO; (Curvas (A/Ci)

Las determinaciones de A, g, y T, se realizaron inmediatamente después de que en
las hojas se alcanzaran los valores de temperatura anteriormente sefialados. La
metodologia seguida para la determinacion de estas variables fue la empleada en el
epigrafe 3.3.2.3.

El analisis de las curvas A/Ci se realizé segun lo descrito en el epigrafe 3.3.2.3. En
el experimento las variaciones de Kc, Ko y I"* se consideraron teniendo en cuenta la

temperatura a la cual se determinaron las curvas A/Ci.

3.4.2.2 Variables de la fluorescencia de clorofila a en las plantas

La determinacion de la fluorescencia de clorofila a se realizé en hojas similares a las

escogidas para las medidas del intercambio gaseoso, sobre cuatro plantas de cada
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genotipo por tratamiento, siguiendo la metodologia descrita en el epigrafe 3.3.2.4. Las
variables de fluorescencia Fo, Fm, FvIFm, qP y gN se leyeron directamente del equipo.

Los valores de Fv se estimaron a partir de los valores de Foy Fm.

3.5 Anélisis estadistico

El montaje de los experimentos se realizd con un disefio completamente
aleatorizado. Los datos de las variables fisioldgicas (asimilaciéon de CO,, conductancia,
y fluorescencia de clorofila) y bioquimicas (contenido de pigmentos, eflujo de
electrolitos, actividad SOD, APX, CAT y contenido de H,O,, MDA vy proteinas totales y
modificadas oxidativamente) se sometieron a un analisis de varianza de clasificacion
simple para efectos fijos y en caso de diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos, se empled la prueba de rangos multiples de Duncan (1951). Se comprobé
en todos los casos que existia normalidad en los valores y homogeneidad de varianza.

Los puntos de las curvas A/C;, g/Ci, Tr/Ci, representan el valor medio de las dos
determinaciones realizadas para cada valor de C;, con su error estandar. Los valores de
Vemax y Jmax se estimaron a partir del ajuste de las curvas A/Ci mediante el analisis
de regresién no-lineal de minimos cuadrados, a Q saturante y C<250 ymol m?s™, en el
caso de Vemax; C>250 pmol m? s, en el caso de Jmax. A partir de estos se
obtuvieron las curvas Ac y Aq, para todo el rango de concentraciones internas de CO,

ensayados en el experimento.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de diferentes tiempos de exposicion a la alta temperatura
en el funcionamiento del aparato fotosintético de tres genotipos de
tomate.

4.1.1 Medida del estado hidrico de la planta

Los valores del potencial hidrico foliar (¥h) y del potencial de presién (¥p)
determinados en las plantas expuestas a los distintos tratamientos de temperatura, en

los tres genotipos, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Potencial hidrico foliar, Yh (MPa) y de presion, ¥p (MPa), de hojas de plantas de tres genotipos de tomate
expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Los valores
representan la media de cuatro determinaciones * el error estandar y letras distintas indican diferencias
significativas entre los tratamientos. (no significativo (ns), *p <0,05).

Genotipos | Tratamientos Yh Yp
Campbell-28 Control -0,58+0,02 0,22+0,02
45°C-2 horas | -0,64+0,01 0,20+0,03

45°C-3 horas | -0,55+0,02 |0,24+0,001

significacion ns ns
Amalia Control -0,43+0,01 b | 0,43+0,01
45°C-2 horas | -0,31+0,006 a | 0,52+0,09
45°C-3 horas | -0,33+0,02 a | 0,68+0,05

significacion * ns
Nagcarlang Control -0,57+0,01 0,32+0,02
45°C-2 horas | -0,62+0,01 | 0,30+0,02
45°C-3 horas | -0,63+0,008 | 0,33+0,09

significacion ns ns

Las variables hidricas analizadas mostraron un comportamiento particular en cada

genotipo. No se observaron modificaciones significativas en los valores de potencial ¥h
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y de Yp en las plantas que recibieron los distintos tratamientos de temperatura en los
genotipos Campbell-28 y Nagcarlang. Por el contrario, en el genotipo Amalia, las
plantas tratadas con calor incrementaron significativamente los valores de ¥h, lo que
refleja un estado hidrico favorable en estas plantas. Las variaciones en los ¥h no
tuvieron un efecto significativo en los valores de potencial de presién, ¥p.

Es de destacar que en el experimento ninguna de las condiciones de temperatura
impuestas provocaron un estado hidrico desfavorable en las plantas de los genotipos
estudiados, lo que permite confirmar que las mismas no sufrieron deshidratacion por los
tratamientos impuestos, por lo que todas las afectaciones observadas en el aparato
fotosintético y otras funciones fueron provocadas solo por procesos asociados al estrés

de alta temperatura.

4.1.2 Variables del intercambio gaseoso de las plantas

La asimilacién de CO; (A) y las tasas de conductancia estomatica (g;) se vieron
modificadas por la alta temperatura y el tiempo de exposicion de forma diferenciada en
cada genotipo (Figura 1).
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Figura 1. Asimilacion de CO, (umol m” s') (4) y conductancia estomdtica (mmol m™ s”) (B); de plantas de tres
genotipos de tomate expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Las
barras verticales representan el error estandar y letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos. (no significativo (ns), **p<0,01).

En el genotipo Campbell-28 se encontré una reduccion significativa del 48 y 25% en
la tasa de asimilacidon neta en las plantas tratadas por 2 y 3 horas, respectivamente. Sin

embargo, en Amalia se pudo comprobar por primera vez, que exposiciones breves (no
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superior a 2 horas) no afectan los valores de asimilacién de CO,, mientras que para
exposiciones superiores (3 horas) esta variable se reduce en mas de un 50% (Figura
1A). Resultados anteriores sefialan, que en el cultivo del tomate, temperaturas de 40°C
son suficientes para provocar reducciones significativas en los valores de fijacion de
CO, (Starck et al., 1993).

El genotipo silvestre Nagcarlang no experimenté afectaciones en los valores de
asimilacién de CO; en ninguna de las condiciones de temperatura (Figura 1A).

Se debe sefalar, la elevada tasa de asimilacién de CO, presentada por las plantas
control del genotipo Campbell-28 en relacién con el resto de los genotipos, lo cual
pudiera estar asociada al potencial productivo de este genotipo. Por su parte, el
genotipo Amalia, aun cuando presenta un alto potencial productivo, mostré valores de
asimilacién intermedios y con mayor similitud a los detectados en el genotipo silvestre
Nagcarlang, lo cual pudiera estar relacionado con la eficiencia de los sitios de consumo,
en particular los frutos.

Los cambios en la tasa de asimilacion neta de CO, reflejan alteraciones en el
componente estomatico y/o mesofilico del aparato fotosintético, donde el componente
estomatico depende de la resistencia que imponen los estomas al intercambio gaseoso,
mientras que la capacidad mesofilica depende de la actividad de la enzima Rubisco y la
capacidad del transporte electrénico para regenerar la RuBP (von Cammerer y
Farquhar, 1981).

La Figura 1B muestra el efecto de los distintos tratamientos en el componente
estomatico, expresado a través de los valores de conductancia estomatica (g)). Los
valores de g, detectados en los distintos genotipos no estuvieron, en todos los casos,
relacionados con los valores de A.

Un incremento en los valores de g, caracterizé la respuesta del genotipo Campbell-
28 ante el incremento de la temperatura durante 2 horas, condicion que provocé las
mayores afectaciones en los valores de fijacion de CO, fotosintética y una reduccién no
significativa del potencial hidrico (W¥h) foliar. Esta apertura estomatica ante el
incremento de la temperatura favorece la disipacion de energia (calor) por esta via. Sin
embargo, tal situacion no puede ser prolongada en el tiempo, porque provocaria un

desbalance hidrico en las plantas, de ahi que una reduccion en los valores g;, similar a
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las plantas control, se haya registrado en las plantas expuestas a 45°C-3 horas (Figura
1B).

El comportamiento de los estomas ante el incremento de la temperatura, del
genotipo Campbell-28, permite inferir que la reduccién en los valores de A no se debid a
modificaciones en el componente estomatico (Makino et al., 1994; Heckathorn et al.,
1997; Xiong et al., 1999), sino a afectaciones mesofilicas, probablemente en la
activacion de la enzima Rubisco (Feller et al., 1998, Law y Crafts-Brandner, 1999) u
otras enzimas del Ciclo de Calvin como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NADP" y la fru-1,6-bifosfatasa (Loggini et al., 1999).

Por su parte, una reduccion significativa en los valores de g/ ante el incremento de la
temperatura caracterizé la respuesta de los genotipos Amalia y Nagcarlang, con la
particularidad que éste ultimo lo hizo solamente en las plantas estresadas durante 3
horas (Figura 1B). Es de notar, que en el genotipo Amalia la respuesta estomatica
detectada en las plantas tratadas no se correspondié con los valores de potencial
hidrico (Wh) de las mismas, al concluir el periodo de estrés. Teniendo en cuenta los
resultados, no se puede justificar a simple vista, que el cierre estomatico fue
consecuencia de un estado hidrico desfavorable en las plantas. De ahi, que se
propongan dos hipdtesis para explicar la respuesta estomatica de las plantas al calor.
La primera considera que ante el incremento brusco de la temperatura del aire, la tasa
de transpiracién de las plantas se eleva, y como consecuencia una pérdida excesiva de
agua provoca un estado hidrico desfavorable en las plantas, permitiendo de esta
manera un cierre estomatico. Este mecanismo de respuesta se propone su accién en
los primeros minutos u horas de implantado el estrés, ya que con el tiempo, el estado
hidrico de la planta puedo recuperarse por el adecuado abastecimiento de agua. Sin
embargo, en el experimento las plantas se expusieron a 45°C durante 2 y 3 horas,
momento en que se hicieron las determinaciones de las variables hidricas y de
conductancia estomatica y donde la posible accion de este mecanismo no pudo ser
detectado. La segunda hipotesis considera que ante el incremento de la temperatura
del aire, la diferencia de presion de vapor entre la hoja y el aire se incrementa,

permitiendo un desbalance hidrico foliar localizado al nivel de las células del aparato
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estomatico, lo cual justifica un cierre estomatico. Bajo estas condiciones se descarta un

desbalance hidrico de las plantas.

De forma general, se plantea que la respuesta estomatica detectada en los
genotipos Amalia y Nagcarlang, en condiciones de alta temperatura, sugiere la accion
de mecanismos de tolerancia encaminados a la preservacion del estado hidrico de las
plantas, en condiciones donde los procesos de evapotranspiracién se ven favorecidos.
Sin embargo, no se debe de descartar el efecto inhibitorio que ejerce el cierre
estomatico en el proceso de asimilacién de CO, en plantas C3;, donde una limitada
difusion del CO, a los espacios intercelulares reduce la relacion de la actividad
carboxilasa / oxigenasa de la enzima Rubisco, lo que se traduce en un incremento en el
proceso de fotorrespiracion (Berry y Bjorkman, 1980). Tal situacién pudiera estar
presente en las plantas expuestas a 45°C-3 horas en el genotipo Amalia donde las
reducciones en los valores A se relacionaron con modificaciones en el componente

estomatico.

Estudios realizados en diferentes cultivos reflejan la heterogeneidad de la respuesta
estomatica que no responde solamente al incremento de la temperatura, sino que otros
factores tales como el estado hidrico de la planta, la diferencia de presion de vapor
entre la hoja y el medio, entre otros, pueden generar diferentes comportamientos
estomaticos (Starck et al. 1993, Xiong et al. 1999, Law y Crafts-Brandner 1999, Xiong et
al., 2000).

Si bien no se encontré6 una clara relacion entre la respuesta estomatica y la
asimilacién de CO; en los genotipos estudiados, si se comprobd que el genotipo de
mayor susceptibilidad (Campbell-28) respondié con un incremento en la g; mientras que
los genotipos de moderada y alta tolerancia (Amalia y Nagcarlang) respondieron con un

cierre estomatico.

Shabala (1996) describié dos temperaturas criticas en la respuesta estomatica a las
altas temperaturas, la primera incluye la apertura estomatica y la segunda genera un
cierre estomatico. Por otra parte, sefala que los valores de este momento critico
pueden depender de los cambios en la temperatura ambiente. En los genotipos

estudiados, la relacidén entre la respuesta estomatica y la capacidad de asimilacion de
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CO2 no es evidente. Sin embargo, se puede concluir, de los resultados, que los
diferentes momentos criticos en la respuesta estomatica, descritos por Shabala (1996),
no soélo dependen de los cambios en la temperatura ambiente sino también de la
especie o0 genotipo y del tiempo de exposicion.

La respuesta diferenciada en la tasa de asimilacion de CO, y el comportamiento
estomatico en cada genotipo sugiere que diferentes mecanismos de respuesta a la alta
temperatura se activaron de forma diferenciada para una misma condicion de estrés,

dependiendo del genotipo.

4.1.3 Variables de fluorescencia de clorofila a de las plantas

Las reacciones involucradas en la captura de luz en el FS; se vieron
diferencialmente modificadas por los distintos tratamientos ensayados. La respuesta de
los genotipos Campbell-28 y Amalia se caracterizé por un incremento en los valores de
Fo con la temperatura. La termotolerancia del genotipo silvestre Nagcarlang fue
evidente a través de la estabilidad térmica en los elementos involucrados en la

captacion de luz (Tabla 2).

Tabla 2. Fluorescencia inicial (Fo), fluorescencia maxima (Fm) y eficiencia fotoquimica del FSy, (Fv/Fm) de
plantas de tres genotipos de tomate expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C y 45°C,
durante 2 y 3 horas). Los valores representan la media de cuatro determinaciones =+ el error estindar y
letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos. (no significativo (ns) * p <0,05,
**p<0,01,***p<0,001).

Genotipos

Tratamientos

Fo

Fm

FviFm

Campbell-28

Control

324,2+6,4b

1595,2+31,2

0,80+ 0,0 a

45°C-2 horas

422,0+245a

1357,7+23,9

0,69+ 0,0 b

45°C-3 horas

405,0£226a

1478,0+37,6

0,73+ 0,1b

significacion

*

ns

*

Amalia

Control

342,783 b

1648,0+25,2

0,80+ 0,1 a

45°C-2 horas

830,7x 7,4 a

1684,2+36,3

0,51£0,0b

45°C-3 horas

895,3x9,2a

1645,6+37,2

0,43+0,0b

significacion

*

ns

*kk

Nagcarlang

Control

366,0+ 17,6

1561,0+43,6

0,77+£0,0

45°C-2 horas

333,2+ 14,3

1517,2424,2

0,78+ 0,0

45°C-3 horas

373,0+ 14,0

1553,3+25,5

0,76+ 0,0

significacion

ns

ns

ns
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El incremento en los valores de Fo en los genotipos Campbell-28 y Amalia indica
que la alta temperatura ejercié su efecto sobre el FS, disminuyendo su capacidad
funcional relacionada con la captacién y migracién de energia en los centros de
reaccion, como resultado de una disociacion fisica de los Complejos Captadores de Luz
(LHC) o en el centro de reaccion del FSy (Havaux, 1993). Los resultados coinciden con
trabajos previos, llevados a cabo en diferentes especies, que sefialan un incremento en
los eventos directamente dependientes de la luz (Fo) con el incremento de la
temperatura (Armond et al., 1980; Bukhov et al., 1990; Cao y Govindjee, 1990; Havaux,
1993; Goltsev et al., 1994, Georgieva et al., 2000).

La emision de fluorescencia maxima (Fm), la cual tiene lugar cuando todos los
aceptores primarios de electrones estan reducidos y es dependiente de los eventos
fotoquimicos primarios, no se modificé por las distintas condiciones de estrés de calor

en los genotipos estudiados.

Por su parte, la eficiencia fotoquimica del FS;, determinada mediante la relacién
FviIFm se modificd con el incremento de la temperatura de forma particular en cada
genotipo (Tabla 2). En las plantas del genotipo Campbell-28 estresadas durante 2 horas
se detectd una disminucion del 14%, mientras que las plantas estresadas durante 3
horas presentaron reducciones del 9%. En el genotipo Amalia, el tiempo de exposicion
a la alta temperatura incrementé las afectaciones notadas en la Fv/IFm, llegando a ser
de un 47% en las plantas estresadas durante 3 horas (Tabla 2). Las afectaciones en la
funcionalidad del FS) por las altas temperaturas se han sefialado en plantas de maiz
(Heckathorn, Coleman y Hallberg, 1997). Existen evidencias de que los estreses
ambientales, como bajas y altas temperaturas, limitan la habilidad de las plantas para
utilizar la energia solar e incrementan la respuesta fotoinhibitoria (Krause, 1994,
Stefanov et al., 1996, Georgieva et al., 2000).

Como indican las distintas variables de fluorescencia analizadas, la reduccién
detectada en la eficiencia fotoquimica, en los genotipos Campbell-28 y Amalia, es
explicada por afectaciones en los valores de captacién de energia (Fo). En cambio, los

eventos fotoquimicos primarios de transferencia de energia desde el centro de reaccién
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del FS a los aceptores primarios de electrones no tuvieron un efecto significativo en la

eficiencia del FS;,.

En el genotipo Campbell-28 la magnitud de las afectaciones en la eficiencia
fotoquimica del FS; (Fv/IFm < 50%) no permite justificar los valores reducidos de
asimilacién fotosintética encontradas en las plantas tratadas, si se tiene en cuenta que
esto solamente es posible si cerca del 50% del complejo del FS es inactivado (Oquist y
Malmber, 1989; How-Yeon et al., 1999). Los resultados encontrados en los genotipos
Campbell-28 (ambos tratamientos) y Amalia (45°C-3horas) permiten sugerir que el
incremento en los valores de Fo parece operar como un mecanismo de disipacion de
energia para evitar la sobreexcitaciéon de la cadena transportadora de electrones,
evitando afectaciones severas en la eficiencia fotoquimica que comprometan los
valores de asimilacion de CO,. Algunos estudios previos sefialan que el efecto de las
altas temperaturas en los centros de reaccion del FS resulta de la accion sobre una
proteina denominada D1, (Rintamaki et al., 1994; Asada et al., 1998), la cual es
fosforilada y posteriormente degradada, lo que ocasiona su inactivacion. La sintesis de
novo de la proteina D4 es un proceso rapido, lo que sugiere que la degradacion de la
misma bajo condiciones de exceso de fotones es una emergencia para evitar la sobre-
reduccién de los transportadores de electrones intersistemas y protegerlos de la
fotoinhibicion (Asada et al., 1998).

Una situacion contraria se encontré en las plantas tratadas con calor durante 3 horas
en el genotipo Amalia, donde las afectaciones fotoquimicas (47%) parecen influir en los
valores reducidos de asimilacion encontrados en estas plantas. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de afectaciones en las enzimas involucradas directamente en la

fijacion fotosintética de COs..

En el genotipo Nagcarlang, la estabilidad de las reacciones fotoquimicas en
condiciones de estrés y el mantenimiento de niveles adecuados de asimilacion de CO,,
indican el establecimiento de mecanismos eficientes, que le confieren cierta tolerancia
al aparato fotosintético. Estos resultados aportan informacién novedosa relacionada con
la fisiologia del aparato fotosintético de este genotipo, el cual es considerado por la

literatura internacional como un genotipo termotolerante (Stevens, 1979; Villareal y Lai,
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1979; Bar-Tsur et al.,1985; Trabelsi et al., 1986 y Rich, 1986, Tomato Genetic
Cooperative Report, 1994).

4.1.4 Contenido de pigmentos fotosintéticos foliares

El contenido de clorofilas totales mostré6 modificaciones diferenciadas dependiendo
de la condicion de temperatura y el genotipo (Figura 2).

Con el aumento de la temperatura y del tiempo de exposicién, se detectd un
incremento significativo en el contenido de clorofilas totales en el genotipo Campbell-28,
mientras que en el genotipo Amalia, la condicién de 45°C-3 horas provocd reducciones
significativas. En el genotipo silvestre Nagcarlang, ninguna de las condiciones térmicas

modificd el contenido de clorofilas totales.
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Figura 2. Contenido de clorofilas totales foliares (mg g'MF); de plantas de tres genotipos de tomate expuestas a
distintos tratamientos de temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Las barras verticales
representan el error estandar y letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.
(no significativo (ns) * p<0,05).

El contenido de clorofila a y b, varié significativamente segun el tratamiento de
exposicion a la alta temperatura en los genotipos estudiados. En todos los genotipos se
detecté un incremento en el contenido de clorofila a en las plantas estresadas a 45°C
durante 3 horas. Sin embargo, estos incrementos no se presentaron en las dos

primeras horas de calor, excepto en el genotipo Nagcarlang (Figura 3A).

En plantas de limén Eureka sometidas a dos tratamientos de temperaturas (29/21°C
y 42/32°C dia /noche) y dos concentraciones de CO, en el ambiente (350-380 y 680

umol™), Martin et al. (1995) sefialaron que las plantas sometidas a las altas
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temperaturas incrementaban el contenido de clorofila a foliar en comparacién con las

plantas que permanecian en condiciones de temperaturas moderadas.
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Figura 3. Contenido de clorofila a (A) y clorofila b (B) (mg g'MF); de plantas de tres genotipos de tomate
expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Las barras
verticales representan el error estandar y letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos. (no significativo (ns), * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Por su parte, el contenido de clorofila b, no mostré6 un comportamiento similar ante
los tiempos de exposicién a la alta temperatura en los genotipos estudiados. En el
genotipo Campbell-28, para ambas condiciones de estrés, se detectaron incrementos
significativos en el contenido de clorofila b (Figura 3B), lo que sugiere un reforzamiento
en el complejo captador de luz del FS);, al considerar que en el FS) la luz es absorbida
mas fuertemente por la clorofila b (Melis, 1991). Este reforzamiento en el FS;, no parece
justificar una respuesta adaptativa en este genotipo, por ser el FSy; un sitio vulnerable al
incremento de la temperatura, como lo demuestran las variables de fluorescencia de

clorofila a analizadas anteriormente.

Una situacion contraria se encontrd en los genotipos Amalia y Nagcarlang, donde el
incremento de la temperatura provocd reducciones significativas en el contenido de
clorofila b, lo que hace suponer que estas plantas reducen la capacidad de captacion
de luz en el FS; en condiciones desfavorables para evitar la fotoinhibicién. Este
mecanismo operoé eficientemente en Nagcarlang, donde las variables de fluorescencia

indicaron una estabilidad térmica en la funcionalidad del FS;,.
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La relacién clorofila a/b se redujo significativamente en el genotipo Campbell-28 en
las plantas que recibieron la temperatura de 45°C durante 2 horas, la que dependio del
incremento significativo en los niveles de clorofila b, fundamentalmente. Esta relacion
se incrementd significativamente en las plantas estresadas durante 3 horas y estuvo

determinada por los incrementos significativos en el contenido de clorofila a (Figura 4).

En los genotipos Amalia y Nagcarlang la relacién clorofila a/b se incrementd en
ambas condiciones de estrés impuestas, con la particularidad que no fueron las mismas
variaciones en el contenido de clorofila a y clorofila b las que determinaron este
comportamiento similar (Figura 4). Sin embargo, es evidente que en ambos genotipos,
los cuales mostraron una moderada y eficiente termotolerancia en las funciones
fotosintética, el contenido de clorofila b se redujo con el incremento de la temperatura,

contrariamente a lo encontrado en el genotipo susceptible, Campbell-28.

= control
= 450C-2 horas
== 450C-3 horas

relacion clorofila "a"/"b"

Campbell-28  Amalia Nagcarlang

Genotipos

Figura 4. Relacion clorofila a/b, de plantas de tres genotipos de tomate expuestas a distintos tratamientos de
temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Las barras verticales representan el error estandar y
letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos. (**p<0,01, ***p<0,001).

El incremento de la relacion clorofila a/b con la temperatura sugiere que ésta pudiera
ser usada como un indicador de tolerancia de las plantas bajo condiciones de estrés de
calor. Un aumento en la relacion clorofila a/b esta siempre asociado con cambios en la
composicion de pigmentos del aparato fotosintético similares a los que suceden en los
cloroplastos de plantas crecidas en condiciones de alta intensidad de luz (plantas de
sol), los cuales poseen menor cantidad de proteina-clorofilas captadoras de luz
(LHCPs). La disminucién en la absorcion de luz a través de la seccion de los

cloroplastos por un decrecimiento en la cantidad de LHCPs es un mecanismo de
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proteccion esencial en cloroplastos, hojas y plantas, el cual le permite sus
supervivencias en condiciones desfavorables (Lichtenthaler et al., 2000). En el
experimento las plantas de los distintos genotipos crecieron en condiciones de luz
media, sin embargo, los genotipos Amalia y Nagcarlang respondieron al calor con un
incremento en la relacion clorofila a/b, lo que supone un decrecimiento en la cantidad
de LHCPs, lo que indica la accion de un mecanismo de proteccion para evitar la

fotooxidacion y la fotoinhibicion (Licthenthaler y Burkart, 1999)

De forma general, se puede plantear que el incremento de la temperatura permitio
una respuesta adaptativa en los pigmentos del aparato fotosintético semejante a la
encontrada en las plantas crecidas al sol, en los genotipos Amalia y Nagcarlang, pero

no en Campbell-28.

El contenido de carotenoides, de igual manera, presentdé modificaciones

diferenciadas en los genotipos estudiados (Figura 5).
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Figura 5. Contenido de carotenoides (mg g'MF), de plantas de tres genotipos de tomate expuestas a distintos
tratamientos de temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Las barras verticales representan el
error estindar y letras distintas muestran diferencias significativas entre los tratamientos. (no
significativo (ns), **p<0,01).

Una reduccion significativa de este pigmento se encontro en las primeras horas de
impuesto el tratamiento de calor en el genotipo Campbell-28, condiciéon que provoco las
mayores afectaciones en el proceso de asimilacion de CO, y en las reacciones
fotoquimicas de FS,. Sin embargo, a las 3 horas de implantado el estrés los niveles de
carotenoides en las plantas tratadas y controles fueron similares (Figura 5), indicando
un posible reajuste fisioldégico y bioquimico en estas plantas, donde igualmente las

reacciones fotoquimicas mostraron menores afectaciones.
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Por su parte, en los genotipos Amalia y Nagcarlang, el contenido de carotenoides se
incrementd con la temperatura, siendo evidente en Nagcarlang desde las primeras

horas de implantado el estrés.

Teniendo en cuenta las variaciones diferenciadas en el contenido de pigmentos
fotosintéticos se puede sugerir una funcién dual de los carotenoides dependiendo del
genotipo y su respuesta al estrés. En el genotipo Campbell-28 las variaciones
detectadas en el contenido de carotenoides no permiten relacionarlo con sus dos
funciones fundamentales: pigmentos accesorios captador de luz y compuesto protector
del aparato fotosintético. Por su parte, en el genotipo Amalia, el incremento en el
contenido de carotenoides quizas compense la pérdida de clorofilas totales, jugando un
papel como pigmento accesorio captador de luz (Owens, 1994; Stefanov et al., 1996).
Sin embargo, en el genotipo Nagcarlang, probablemente el incremento en el contenido
de carotenoides esté involucrado en la proteccién del aparato fotosintético (Foyer y
Harbinson, 1994; Phillips et al., 1995; Asada et al., 1998; Loggini et al., 1999; Ruban y
Horton, 1999); al no encontrarse modificaciones en el contenido de clorofilas totales, lo

que indica la ausencia de fotooxidacion de los pigmentos.

Trabajos previos sefalan el posible papel de los carotenoides en la termotolerancia
del FS; y otros elementos de la cadena transportadora de electrones en los tilacoides
(Havaux y Tardy, 1996; Havaux et al., 1996).

4.1.5 Estimacion de la funcionalidad de las membranas celulares

El método conductimétrico empleado para detectar los posibles dafos al nivel de las
membranas celulares, indico que las altas temperaturas ejercieron un efecto
diferenciado en su funcionalidad (Tabla 3).

En los genotipos Campbell-28 y Amalia se detectaron incrementos significativos en
el eflujo de electrolitos en las plantas tratadas con calor, condicion que provoco las
mayores afectaciones en las reacciones fotoquimicas de los cloroplastos. La membrana
de los tilacoides, en los cloroplastos, es el sitio donde se llevan a cabo las reacciones
involucradas en la captaciéon de luz y el transporte de electrones (Vijayan y Browse,

2002), alteraciones en su funcionalidad modifican algunos elementos claves en el
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proceso de fotosintesis. En el genotipo Nagcarlang, la integridad de las membranas no

se vio afectada por las distintas condiciones de estrés (Tabla 3).

Tabla 3. Eflujo de electrolitos por las membranas (%) de plantas de tres genotipos de tomate expuestas a distintos
tratamientos de temperatura (25°C y 45°C, durante 2 y 3 horas). Los valores representan la media de tres
repeticiones + el error estindar. Letras distintas muestran diferencias significativas entre los
tratamientos. (no significativo (ns), ***p<0,001).

Genotipos | Tratamientos | % de eflujo de electrolitos
Campbell-28 Control 26,716 b
45°C-2 h 452412 a
45°C-3 h 46,4123 a
significacion b
Amalia Control 16,1+£0,8 ¢
45°C-2 h 451+0,3 b
45°C-3h 52,923 a
significacion el
Nagcarlang Control 12,3%+1,1
45°C-2 h 8,3+0,4
45°C-3 h 13,2¢1,4
significacion ns

Aunque los mecanismos involucrados en este proceso aun se desconocen, algunos
autores plantean que se debe a alteraciones en la fluidez de las membranas
relacionadas con cambios en la fase de transicién de los lipidos; lo cual conduce en
especies sensibles al calor a una disminucién en la semipermeabilidad, y por lo tanto, a
una pérdida de compartimentacion de los iones y metabolitos y a una interrupcion en
las rutas de generacién de energia asociados a las membranas (fotosintesis y
respiracion), por pérdida de actividad enzimatica (Tudela y Tadeo, 1993; Salisburi,
1994; Iglesias, 1994, Ristic et al., 1996).

Alteraciones en la funcionalidad de las membranas se han detectado en condiciones
de diversos estreses ambientales en diferentes especies de plantas, entre los que se
pueden citar: estrés hidrico en tomate y cafna de azucar (Chengkun et al., 1996; Diaz et
al., 1996); bajas temperaturas en arroz (Lopez et al., 1996), estrés salino en diferentes
variedades de cafia de azucar (Schmidty y Gonzalez, 1998) y estrés de calor en tomate
(Florido, 1999).
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A modo de resumen breve de este experimento, se puede plantear que tanto los
genotipos Amalia como Nagcarlang mostraron una serie de respuestas similares ante el
estrés de calor. En ambos casos se observaron modificaciones similares en la actividad
fotosintética durante las primeras horas de estrés térmico, en el comportamiento
estomatico, y también en el complejo captador de luz determinado por el contenido de
clorofila a y b y carotenoides. Sin embargo, el comportamiento del genotipo Campbell-
28 se alejo de este tipo de respuesta, mostrandose como un genotipo mucho mas
sensible al estrés por alta temperatura. Por tales razones, en los experimentos
posteriores solamente se han considerado los genotipos Amalia y Nagcarlang para
profundizar en los componentes de las reacciones fotoquimicas y del proceso de
asimilacién de CO; involucrados en la termotolerancia. Para ello se estudiaron, ademas
del efecto de un choque térmico de 45°C durante tres horas, el efecto de un tratamiento
de temperatura moderadamente elevada aplicada en condiciones de oscuridad durante
un periodo prolongado de tiempo, y los efectos que se generan cuando se produce un

incremento rapido en la temperatura foliar de ambos genotipos.

4.2 Efecto de la aplicacién de una temperatura elevada en la oscuridad
y un choque de calor en condiciones luminosas, sobre la actividad

fotosintética y el metabolismo oxidativo, en dos genotipos de tomate.

4.2.1 Medida del estado hidrico de la planta

En la Tabla 4 se muestra el efecto que tuvieron los distintos tratamientos en los
valores del potencial hidrico foliar y potencial de presion, en los genotipos Amalia y
Nagcarlang.

En el genotipo Amalia se encontrd, en el momento de realizar los muestreos, que los
tratamientos aumentaron de forma significativa los valores del Wh (Tabla 4), los cuales
no tuvieron un efecto en los valores del ¥p. En el genotipo Nagcarlang no se detectaron

alteraciones en los valores de potenciales en el momento de la evaluacion (Tabla 4).

Al igual que en el experimento anterior, los tratamientos térmicos empleados no
provocaron condiciones de deshidratacién en las plantas, por lo que las modificaciones

que se observaron en las variables fisiolégicas y bioquimicas solo se deben a éstos.
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Tabla 4. Potencial hidrico foliar, Yh (MPa) y de presion, ¥p (MPa), de hojas de plantas de dos genotipos de tomate
expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada,; 45°C tres
horas en luz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). Los valores representan la
media de cuatro repeticiones + el error estandar y letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos. (no significativo (ns), *p<0,05).

Genotipos Tratamientos Yh ¥p

Amalia Control -0,43+0,0d | 0,47+0,1
Moderada -0,38+0,0 ¢ | 0,770,1
Choque -0,33+0,0 b | 0,68+0,0

Moderada+Choque | -0,29+0,0 a | 0,61+0,0

significacion * ns
Nagcarlang Control -0,47+0,0 |0,40+0,0
Moderada -0,37+0,0 | 0,69+0,0
Choque -0,42+0,0 | 0,48+0,1

Moderada+Choque | -0,34+0,1 | 0,50+0,0

significacion ns ns

4.2.2 Temperatura foliar y del suelo

La tabla 5 muestra la temperatura foliar y del suelo alcanzada durante el periodo de
aplicacion de los diferentes tratamientos de calor.

La temperatura foliar detectada en las plantas que se sometieron a 35°C en la
oscuridad durante tres dias (Moderada) fue similar en ambos genotipos. Sin embargo,
el tratamiento Choque (45°C durante 3 horas, en presencia de luz) si modifico la
temperatura foliar de las plantas de forma diferenciada en cada genotipo, los que

presentaron valores de 41 y 38°C para Amalia y Nagcarlang, respectivamente.

Por su parte, las plantas que recibieron ambos tratamientos de temperatura
(Moderada+Choque) alcanzaron una temperatura foliar de 39°C en el genotipo Amalia,
y de 42°C en el genotipo Nagcarlang. Cabe destacar que las plantas del genotipo
Amalia sometidas al tratamiento nocturno de calor y posteriormente el de estrés
(Moderada+Choque) presentaron temperaturas algo inferiores a las que so6lo recibieron

el tratamiento de estrés (Choque);sin embargo, en el genotipo Nagcarlang se presento
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la situacion inversa. Estos valores diferenciados de temperatura foliar expresan la

condicion térmica real a la que llegaron las plantas de cada tratamiento.

Tabla 5. Temperatura foliar y del suelo detectadas en las distintas condiciones de temperatura (25°C, Control; 35°C
tres noches, Moderada;, 45°C tres horas en luz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas,
Moderada+Choque), en dos genotipos de tomate. Los valores representan la media de 3 repeticiones * sus
variaciones.

Genotipos Tratamientos Temperatura Foliar (°C) | Temperatura del suelo (°C)
Amalia Control 23+1,0 24+1,0
Moderada 30+£1,0 34+0,5
Choque 41+1,0 43+0,5
Moderada+Choque 39+1,0 44+0,5
Nagcarlang Control 23+1,0 24+1.0
Moderada 311,0 34+0,5
Choque 38%1,0 43+0,5
Moderada+Choque 42+1,0 44+0,5

Por su parte, la temperatura del suelo encontrada a nivel del sistema radicular no
vario de la temperatura existente en la camara. Esto demuestra las propiedades

conductoras de calor del sustrato empleado (Tabla 5).

4.2.3 Variables del intercambio gaseoso de las plantas. Anadlisis de las curvas de

asimilacién de CO; a diferentes concentraciones de CO; (Curvas (A/Ci)

En las Figuras 6 A y B se muestra el efecto de los distintos tratamientos de calor en
la tasa de asimilacién de CO; para el rango de concentracién de CO, ensayado (curvas

A/Ci), en los genotipos Amalia y Nagcarlang, respectivamente.

En el genotipo Amalia se encontr6é que las plantas que se expusieron al tratamiento
de temperatura de 35°C (Moderada), independientemente de recibir o no el tratamiento
Choque posterior, mostraron valores de asimilacion en el rango de concentracion de
CO; evaluado, similares a las plantas control. Se observé que los valores de saturacién
del proceso se alcanzaron a concentraciones internas de CO; cercanas a 700 ymol mol

' en los tratamientos Control, Moderada y Moderada+Choque (Figura 6A).
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Figura 6. Curvas de asimilacién de CO, (umol m-2 s-1) a distintas presiones de CO; intercelular (umol mol”)
(curvas A/Ci), de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia (A) y Nagcarlang (B), expuestas a
distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada; 45°C tres horas en
luz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). (Q = 1 800 umol m'zs",
temperatura foliar 25°C y flujo de gases de 400 umol s™).

Es de notar, que en el genotipo Amalia las plantas que recibieron la temperatura de
35°C en la oscuridad durante tres dias consecutivos (Moderada) incrementaron la
estabilidad térmica de su maquinaria fotosintética, presumiblemente logrando un
corrimiento en la temperatura éptima del proceso, lo cual incrementé la tolerancia de las
plantas para soportar exposiciones posteriores a temperatura de 45°C (Choque).
Trabajos previos demuestran que cuando los organismos fotosintéticos son expuestos
al calor, su maquinaria fotosintética es irreversiblemente inactivada, sin embargo,
cuando éstos son aclimatados, por medio de la aplicacion de temperaturas
moderadamente elevadas, su maquinaria fotosintética exhibe un incremento en su
estabilidad térmica (Berry y Bjorkman, 1980). Este fenomeno ha sido observado en
diferentes organismos fotosintéticos, incluyendo las plantas superiores (Raison et al.
1982, Nishiyama et al., 1993, Tanaka et al. 2000; Yamasaki et al., 2002).

El presente experimento demuestra por primera vez, que el genotipo Amalia tiene un
potencial de aclimatacion térmico elevado en sus funciones fotosintéticas. Esto pudiera
justificar los buenos rendimientos agricolas obtenidos en este genotipo en condiciones
de campo en época no 6ptima de siembra, si se parte del hecho que las condiciones de
altas temperaturas en el campo ocurren de forma gradual, lo cual favorece la
aclimatacion de la planta en general, particularmente del proceso de fotosintesis, para

condiciones posteriores de temperaturas severas.
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Se pudo confirmar en el genotipo Amalia, que las plantas que recibieron
directamente el choque térmico de 45°C durante 3 horas mostraron una reduccion
severa en la tasa de asimilacion de CO; (A) en todo el rango de concentracion de CO,
evaluado. Los valores de saturacion del proceso de fotosintesis se alcanzaron a
concentraciones internas de CO; bajas, cercanas a la presente en la atmodsfera (354
umol mol™) (Figura 6A).

Por el contrario, en el genotipo silvestre Nagcarlang, se observé que los tratamientos
Moderada y Choque aplicados de forma independiente, incrementaron la tasa de
asimilacién neta a concentraciones bajas de CO, (100 a 400 pmol mol™), lo cual refleja
un incremento en la eficiencia de carboxilacion de la enzima. Esta situacion favorable
en la tasa de asimilacion fotosintética se mantuvo a concentraciones de CO; saturantes
en las plantas que recibieron calor nocturno, lo que indica la ausencia de procesos
inhibitorios en la regeneraciéon de la RuBP. Para estas condiciones de temperaturas el
valor de saturacién del proceso fue alcanzado a concentraciones de CO, cercanas a los
500 umol mol™. Sin embargo, se comprobé que la termotolerancia de las funciones
fotosintéticas no se expresa cuando ambos tratamientos de calor son impuestos
conjuntamente, observandose una reduccion en la tasa de asimilacion de CO; en el
rango de concentracion de CO; ensayado. Un desplazamiento en el valor de saturacion
del proceso a concentraciones de CO, cercanas a 400 umol mol™ se detectd en estas

plantas (Figura 6B).

A partir de estos resultados se puede plantear que diferentes condiciones de
temperatura no sélo modifican, de forma diferenciada, la tasa de asimilacion de CO,, en
ambos genotipos, sino que provocan un desplazamiento en el umbral de saturacion del
proceso. Igualmente, se observé que el potencial de aclimatacion de la fotosintesis a la

temperatura varia con la especie de planta y el ecotipo.

La limitacién impuesta por los estomas fue estimada a partir de los valores de
conductancia estomatica (g)), los que se redujeron de forma similar con el incremento
de la temperatura en los genotipos Amalia y Nagcarlang, respuesta caracteristica de
plantas Cs (Berry y Bjorkman, 1980). Del mismo modo, se observo una disminucion en
la g/ con el incremento de la concentracién de CO, en ambos genotipos (Figuras 7A y
B).
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Es de sefialar, en ambos genotipos, que las plantas que recibieron amos
tratamientos de temperatura (Moderada+Choque) mostraron los menores valores de
conductancia estomatica y su variacién en el rango de concentracién interna de CO; fue
mucho menor que la detectada en los restantes tratamientos. Estos resultados permiten
sugerir que bajo estas condiciones de temperatura la planta responde con un cierre
estomatico severo, que limita la respuesta de los mismos a las variaciones

intercelulares de CO,.
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Figura 7: Curvas de conductancia estomdtica (mmol m™s™) a distintas presiones de CO, intercelular (umol — mol
"), de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia (A) y Nagcarlang (B), expuestas a distintos
tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada;, 45°C tres horas en luz,
Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). (Q = 1 800 umol m™s™, temperatura
foliar 25°C y flujo de gases de 400 pmol ™).

Las variaciones en los valores de conductancia estomatica tienen también efecto
sobre las tasas de transpiracion (Tr), que como se sabe esta a su vez muy relacionada
con los valores de temperatura foliar. En el genotipo Amalia, los valores de Tr se
redujeron con el incremento de la temperatura, notandose los menores valores en las
plantas que recibieron unicamente el tratamiento de Choque, donde la transpiracion
encontrada fue minima (Figura 8A). En este tratamiento fue donde se detectaron los

mayores valores de temperatura foliar (41°C) (Tabla 5).

Una respuesta similar se encontré en Nagcarlang, donde los distintos tratamientos
de temperatura redujeron la tasa de transpiracion foliar, pero, a diferencia de Amalia,
las plantas que recibieron ambos tratamientos de temperatura (Moderada+Choque)

fueron las que mostraron la menor tasa de transpiracién en el rango de concentracion
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de CO, evaluado (Figura 8B) y donde se obtuvieron los mayores valores de

temperatura foliar (Tabla 5).

La reduccion detectada en la transpiracién ante el incremento de la temperatura, en
ambos genotipos, sugiere la activacion de mecanismos relacionados con la
conservacion de agua bajo condiciones favorables de evapotranspiracion, lo cual fue

evidente a través de los potenciales hidrico y de turgencia.
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Figura 8. Curvas de transpiracion (mmol m” s™) a distintas presiones de CO; intercelular (umol mol™) de plantas
de dos genotipos de tomate, Amalia (4) y Nagcarlang (B), expuestas a distintos tratamientos de
temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada, 45°C tres horas en luz, Choque; 35°C tres
noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). (Q = 1 800 umol m™s™, temperatura foliar 25°C y flujo de
gases de 400 pmol s).

A partir del modelo bioquimico de asimilacion de CO, en hojas de especies Cs
propuesto por Farquhar et al. (1980), se pudo relacionar las medidas de intercambio
gaseoso (curvas A/Ci), descritas anteriormente, con las propiedades bioquimicas de la
hoja. Este modelo permitié hacer una distincion clara entre las limitaciones atribuibles a
la enzima Rubisco y aquellas atribuibles a los factores que limitan la tasa de
regeneracion de la ribulosa-1,5-bisfosfato, RuBP, (transporte de electrones) en el
proceso de fotosintesis.

El ajuste de las ecuaciones Ac y Aq mediante un analisis de regresion no lineal
permitié estimar la velocidad maxima de carboxilacion de la enzima (Vcmax) y la tasa
maxima de transporte electronico (Jmax) en los distintos tratamientos de ambos
genotipos (Tabla 6). Es de sefalar, que los valores de Vemax y Jmax obtenidos en las
plantas control de ambos genotipos, se encuentran en el rango sehalado por
Waullschleger (1993), quien analizé las curvas A/Ci en 109 especies de plantas Cs, en

las que incluyo al Lycopersicon esculentum.
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Al considerar las limitaciones impuestas por la enzima Rubisco en la tasa de
asimilacién de CO, se encontrd que la velocidad maxima de carboxilacion de la enzima
(Vemax) se redujo significativamente (mas del 50%) en las plantas que recibieron los
tratamientos Choque y Moderada+Choque en los genotipos Amalia y Nagcarlang,
respectivamente (Tabla 6). Igualmente, una reduccién en la tasa de carboxilacion de la
enzima (Ac), dependiente de la cantidad, estado de activacion y cinética de la enzima
Rubisco se detectd en el rango de concentraciéon de CO, evaluado (Figura 9). Las
reducciones encontradas en los valores de Vcmax y Ac sugieren una disminucion en la
afinidad de la enzima por el COy; ya sea por una disminucion en la disponibilidad CO,,
dependiente de la apertura estomatica o de los cambios diferenciales en la solubilidad
del CO;2 y el Oz con la temperatura, o por cambios especificos en las propiedades

cinéticas de la enzima Rubisco (Crafts-Brandner y Salvucci, 2000).

Tabla 6. Valores de Vemax y Jmax obtenidos a partir de las curvas A/Ci, de plantas de dos genotipos de tomate,
Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres
noches, Moderada;, 45°C tres horas en Iluz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas,
Moderada+Choque). Los valores representan la media de dos repeticiones + el error estandar del

parametro.

Genotipos Tratamientos Vemax (umolm?s™) | Jmax (WUEqm™?s™)

Amalia Control 92,0216,4 190,78%9,1

Moderada 88,81+4,5 178,0049,9

Choque 42,60+7,4 59,9215,9

Moderada+Choque 81,5846,2 172,10+6,8

Nagcaralng Control 100,64+6,7 195,23+5,3

Moderada 100,80+4,8 210,20+8,3

Choque 102,4246,3 187,949,3

Moderada+Choque 48,43+5,8 90,90+5,7

Teniendo en cuenta los niveles de CO; intercelulares (Ci) obtenidos en los distintos
tratamientos, en el rango de concentracion ensayado, se puede descartar el efecto
inhibitorio del cierre de los estomas en la tasa de carboxilacion de la enzima, en ambos

genotipos (Figura 7).
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Si bien este modelo permite distinguir las limitaciones que imponen la enzima
Rubisco y el transporte electronico al proceso de fotosintesis, tiene el inconveniente de
no incluir los cambios en el estado de activacion de la enzima Rubisco como un factor
que influye en la tasa fotosintética y que es vulnerable a los cambios ambientales
(Crafts-Brandner y Salvucci, 2000; Salvucci y Crafts-Brandner, 2004).

En el experimento, aun cuando no se determind la actividad de la enzima Rubisco ni
el estado de activacion de la misma, se propone a la enzima Rubisco activasa como el
factor responsable de la disminucion en la tasa de carboxilacion de la enzima Rubisco
en el genotipo Amalia. Evidencias anteriores sefialan que la enzima Rubisco activasa
determina la cantidad de enzima Rubisco cataliticamente activa y competente, que
garantiza el proceso de carboxilacion en la hoja, pero la misma es inhibida cuando se
incrementa la temperatura de la hoja (Vining et al., 1997; Crafts-Brandner et al., 1997,
Feller et al., 1998; Salvucci y Crafts-Brandner, 2004).

Por su parte, la termotolerancia del genotipo Nagcarlang se vio reducida cuando las
plantas se sometieron de forma sucesiva a condiciones de temperaturas de 35°C en
condiciones de oscuridad y de 45°C en condiciones de luz. Estas condiciones no fueron
dafiinas cuando se aplicaron de forma independiente. Los resultados permiten sugerir
que la imposicion de la temperatura moderadamente elevada en condiciones de
oscuridad limité la acumulacion de metabolitos relacionados con la tolerancia, como
pudieron ser compuestos organicos antiestrés (Bohnert y Sheveleva, 1998; Gill et al.,
2001) o proteinas de choque térmico (HS) inducidas por la luz en los cloroplastos (Otto
et al., 1992; Kruse et al., 1993; Nover y Starf, 1997). Un desbalance en los niveles
antioxidantes de las plantas tiene lugar bajo condiciones de oscuridad (Alscher et al.,
1997). Estos metabolitos probablemente fueron inducidos en las plantas que recibieron
solamente el tratamiento, Moderada, donde las condiciones de recuperacién impuestas
fueron las Optimas, en presencia de luz. Una termotolerancia de las funciones
fotosintética se detectd en las plantas de éste tratamiento (Figura 6). Sin embargo, el
periodo de recuperacion de las plantas que recibieron ambos tratamientos de
temperatura, fue interrumpido por el tratamiento Choque, donde la temperatura alcanzé
valores de 45°C, inhibitorias para cualquier proceso de sintesis. Tal situacion inhibio la

induccion de mecanismos relacionados con la termotolerancia del aparato fotosintético.

68



Una combinaciéon de alta temperatura y condiciones de oscuridad provocé danos
drastcos en la funcionalidad del aparato fotosintético y una disminucién en los niveles
de proteinas de choque térmico en los cloroplastos, en plantas de cebadas (Kalituho et
al., 2003).

La aclimatacion y la termotolerancia del proceso de asimilacion de CO, detectadas
en los genotipos Amalia y Nagcarlang, respectivamente se corresponden con una
estabilidad térmica en la velocidad maxima y tasa de carboxilacion de la enzima (Tabla
6 y Figura 9). Estos resultados indican que el estado de carboxilacién de la enzima
constituye un elemento clave en la termotolerancia, porque reduce al maximo procesos
inhibitorios de la fotosintesis como la fotorrespiracion; que siempre esta presente en

plantas del tipo Cs.

Sin embargo, en ambos genotipos los mecanismos involucrados en la
termotolerancia no parecen ser idénticos. En el genotipo Amalia, el incremento gradual
de la temperatura (35°C durante tres dias) previo al choque térmico (45°C-3 horas)
favorecio la estabilidad térmica de la enzima Rubisco, presumiblemente de la enzima
Rubisco activasa; la cual puede aclimatarse durante un periodo corto de tiempo,
siempre y cuando la temperatura de la hoja sea incrementada gradualmente (Law y
Crafts-Brandner, 1999). Sin embargo, en el genotipo Nagcarlang, la termotolerancia se
manifiesta cuando las plantas son expuestas directamente al choque térmico, lo que
sugiere la presencia de una enzima Rubisco mucho mas estable al calor en el genotipo

silvestre que en el mejorado genéticamente (Amalia).
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Figura 9. Curvas representativas de la tasa de carboxilacion de la enzima Rubisco (Ac) (umol m? s™), limitada por
las propiedades cinéticas de la enzima, a distintas presiones de CO, intercelular; de plantas de dos
genotipos de tomate, Amalia (A) y Nagcarlang (B) expuestas a distintos tratamientos de temperatura
(25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada, 45°C tres horas en luz, Choque; 35°C tres noches+45°C
tres horas, Moderada+Choque). (Q = 1800 umol m™s™ y temperatura foliar 25°C).

Es de destacar, en ambos genotipos, que el tratamiento, Moderada, no resulté
inhibitoria en la actividad de la enzima Rubisco, lo que se hizo evidente a través de los

valores de Vcmax y de Ac.

Al analizar las limitaciones impuestas por el transporte electrénico en el proceso de
fotosintesis se tuvo en cuenta los valores de Jmax (indicador de la eficiencia en la tasa
de transporte de electrones originado en el proceso fotosintético), los cuales se
redujeron severamente en aquellos tratamientos donde la temperatura limit6 la tasa de

asimilacién de CO,, en ambos genotipos (Tabla 6).

En el genotipo Amalia las afectaciones notadas en los valores de Jmax (70%)
superaron las detectadas en los valores de Vcmax (54%); indicando que el sitio de
mayor vulnerabilidad al incremento de la temperatura es la cadena transportadora de
electrones. Por su parte, en el genotipo Nagcarlang, ambos procesos (velocidad
maxima de carboxilacion y tasa de transporte electronico) co-limitaron con igual
intensidad la tasa de asimilacion de CO,. En ambos genotipos la reduccion en la
eficiencia del transporte electronico (Jmax) limita la formacion ATP y NADP H* a lo largo
de la cadena transportadora de electrones, necesarios para mantener la funcionalidad

del aparato fotosintético (Pastenes y Horton, 1996).
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En correspondencia con las afectaciones notadas en el transporte electronico se
encontrdé que tanto el tratamiento Choque como el Moderada+Choque redujeron la tasa
de carboxilacion de la enzima Rubisco limitada por la regeneracion del sustrato (Ap), en
los genotipos Amalia y Nagcarlang, respectivamente (Figura 10). En este caso la
limitada transferencia de electrones reduce la formacion de ATP y NADP H" a lo largo
de la cadena transportadora, metabolitos indispensables para la regeneracion de RuBP,
sustrato esencial de la enzima Rubisco. Igualmente, no se debe de descartar que una
deficiencia de ATP y una acumulacion de ADP en los cloroplastos limita la actividad de
la enzima Rubisco activasa, y por tanto el estado de activacién de la enzima Rubisco y
su tasa de carboxilacion. Estudios anteriores sefalan que la regeneracion de la RuBP
(dependiente del transporte de electrones) es un factor importante que afecta la
fotosintesis dependiente de la temperatura a concentracion de CO, atmosférica
(Hikosaka et al., 1999; Brunce, 2000).
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Figura 10. Curvas representativas de la tasa de carboxilacion de la enzima Rubisco (Aq) (umol m™ s7'), limitada
por la regeneracion de la RuBP a distintas presiones de CO; intercelular; de plantas de dos genotipos
de tomate, Amalia (A) y Nagcarlang (B) expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C,
Control; 35°C tres noches, Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres
horas, Moderada+Choque). (Q = 1800 umol m™s™ y temperatura foliar 25°C).

La aclimatacion y tolerancia del proceso de asimilacion de CO; en los genotipos
Amalia y Nagcarlang, respectivamente, estuvo igualmente relacionado con una

estabilidad en el transporte electrones fotosintético (Tabla 6).

De forma general, se puede plantear que tanto las propiedades de la enzima como
los componentes involucrados en el transporte de electrones son sitios vulnerables al
incremento de la temperatura y ambos co-limitaron la tasa de asimilacion de CO; en los

genotipos estudiados. Sin embargo, resulta novedoso destacar que en el genotipo

71



Amalia el sitio de mayor vulnerabilidad al incremento de la temperatura fueron los
componentes involucrados en las reacciones de transporte de electrones (69%),
mientras que la velocidad de carboxilacién present6 reducciones del 54%. Del mismo
modo, se comprobd por primera vez para este genotipo que la imposicion del estrés de
forma gradual amplia el rango de tolerancia de ambos parametros (Vcmax y Jmax) e

incrementa la tolerancia de la fotosintesis neta.

Por el contrario, en el genotipo Nagcarlang, el cual ha sido identificado como
termotolerante, se obtienen evidencias, antes no sefialadas, de que la aplicacién de una
condicion de temperatura moderada en la oscuridad (35°C) y luego una exposicion a
temperaturas elevadas (45°C), provocan afectaciones similares en los valores de

Vemax y Jmax.

Teniendo en cuenta los resultados se puede decir, que una misma condicién de
estrés no afecta, necesariamente, de igual manera la maquinaria fotosintética,
quedando demostrado que los mecanismos de tolerancia del aparato fotosintético varia

con la especie de planta.

4.2.4 Variables de la fluorescencia de la clorofila a en las plantas

Se comprobd que los niveles de fluorescencia inicial (Fo) se incrementaron sélo por
la condicion de estrés 45°C-3 horas, sin previa aclimatacion nocturna, en el genotipo
Amalia (Tabla 7). Resultados similares se obtuvieron en el epigrafe 4.1.3, donde la
condicion de estrés 45°C provoco incrementos en los valores de Fo desde las primeras
horas (2 horas) de impuesto el calor. Este incremento en los valores de Fo detectado
indica que la temperatura de 45°C afecta la capacidad de captacion de energia del FSy,
limitando los procesos de migracion de energia en los pigmentos antenas y/o en los
centros de reaccion del FS; (Armond et al., 1980; Bukhov et al., 1990; Cao y Govindjee,
1990; Havaux, 1993; Goltsev et al., 1994; Rintamaki et al., 1994).

En el mismo genotipo, ninguno de los tratamientos modificaron los valores de
fluorescencia cuando los aceptores primarios de electrones del FS; estuvieron
completamente reducidos (Fm), mientras que el tratamiento Choque si redujo los

valores de fluorescencia variable (Fv) y la eficiencia del FS, (Fv/IFm) (Tabla 7). Las
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modificaciones notadas en la eficiencia del FS, se debieron fundamentalmente a
modificaciones en la capacidad de captacion de luz, reflejada a través del incremento

en los valores de Fo.

Tabla 7. Fluorescencia inicial (Fo), fluorescencia maxima (Fm), fluorescencia variable (Fv)y eficiencia fotoquimica
del FSy (Fv/Fm) de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos
tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque,
35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). Los valores representan la media de cuatro
repeticiones * el error estandar y letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.
(no significativo (ns), * p<0,05).

Genotipos Tratamientos Fo Fm Fv FviFm

Amalia Control 384,5+3,7 b | 1994,8+11,4 | 1616,0+16,1 a | 0,81+0,0 a
Moderada 371,740,4 b | 1975,4+10,5 | 1603,5¢5,2a |0,81+0,0 a
Choque 899,0+8,5a| 1916,0+9,1 | 1017,0¢8,4b |0,53+0,0 b
Moderada+ Choque | 398,0+3,7 b | 2075,0+14,9 | 1676,8+24,1 a | 0,81+0,0 a

significacién * ns * *
Nagcarlang Control 362,9+4,2 | 1936,146,8 | 1577,55+3,5 | 0,81+0,0
Moderada 368,0+4,0 | 1921,3+5,6 | 1553,2+4,5 | 0,81+0,0
Choque 366,7+2,8 | 1927,0+¢4,2 | 1560,0+5,8 | 0,80+0,0
Moderada+Choque | 382,2+4,3 |2022,3+14,5| 1550,05+10,8 | 0,81+0,0

significacién ns ns ns ns

Cabe senalar que las afectaciones provocadas por el tratamiento Choque en la
eficiencia del FS; se minimizaron al someter las plantas a un tratamiento de
temperatura moderadamente elevada en la oscuridad (Moderada), demostrandose la
capacidad de aclimatacion del FS; (Havaux, 1993a). Evidencias anteriores sefialan que
la aclimatacion del proceso de fotosintesis depende fuertemente de la respuesta del

FS) a los cambios en la temperatura ambiental (Yamasaki et al., 2002).

Por otra parte, en el genotipo Nagcarlang, ninguna de las condiciones de
temperaturas establecidas modificaron las distintas variables de fluorescencia de
clorofila a evaluadas, ni en condiciones donde la funcionalidad del aparato fotosintético,

estimada a partir de los valores de asimilacién, se vio reducida por el tratamiento de
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temperatura. Estos resultados indican que el genotipo silvestre Nagcarlang dispone de
una maquinaria fotosintética provista de FS; con una capacidad de respuesta plastica

que le permite adaptarse a un amplio rango de temperatura.

Los resultados descritos hasta el momento han permitido valorar los eventos
fotoquimicos iniciales del FS;. Sin embargo, el analisis de los “quenching” fotoquimico
(qP) y no-fotoquimico (qN) pudiera ayudar a entender y detectar modificaciones en el
aparato fotosintético que no se detectaron a través de las variables de fluorescencia

analizadas hasta el momento (Tabla 8).

Tabla 8. “Quenching” fotoquimico (qP) y no fotoquimico (qN) de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia y
Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches,
Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). Los
valores representan la media de cuatro repeticiones =+ el error estiandar y letras distintas indican
diferencias significativas entre los tratamientos. (no significativo (ns), **p<0,01).

Genotipos Tratamientos qP qN
Amalia Control 0,34+0,0 | 0,84+0,00
Moderada 0,30+0,0 | 0,86+0,0
Choque 0,30+0,0 | 0,87+0,0
Moderada+Choque | 0,31+0,0 | 0,89+0,0
significacion ns ns
Nagcarlang Control 0,34+0,0a|0,82+0,0 b
Moderada 0,31+0,0 a | 0,86+0,0 a
Choque 0,34+0,0 a | 0,86+0,0 a
Moderada+Choque | 0,22+0,0 b | 0,86+0,0 a
significacion bl **

En el genotipo Amalia, ninguna de las condiciones de temperatura en estudio
provocaron variaciones significativas en la produccién de gP y gN (Tabla 8). Trabajos
anteriores sefalan una estabilidad en los valores de qgP y gN en plantas de frijol
sometidas a un rango de temperatura de 20 a 35°C en condiciones de intensidad

luminosa de 200 umol m?s™ (Pastenes y Horton, 1996).

Por su parte, en el genotipo Nagcarlang se observé una disminucion significativa en

los valores de gP en las plantas que recibieron conjuntamente ambos tratamientos de
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temperatura, mientras que los valores de gN se incrementaron significativamente para
todas las condiciones de temperatura ensayadas (Tabla 8). Evidencias anteriores
sefialan que el incremento de la temperatura en condiciones de oscuridad provoca una
reduccion severa en la funcionalidad del aparato fotosintético en plantas de cebadas,
donde se observé una reduccion significativa en la producciobn de gP en hojas de 8 y
11 dias de edad (Kalituho et al., 2003).

Esta reduccion en los valores de gP indica que bajo esta condicion de temperatura
la proporcion de FS “abierto” se reduce ya sea por afectaciones generadas en el centro
de reaccion y su limitada transferencia de electrones a la cadena o por afectaciones en
la cadena transportadora de electrones lejana al FSy, por una disminucién en la

actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo del carbono.

Teniendo en cuenta los resultados queda claro que la reduccion detectada en el gP
no se debe a danos directos en el FS) (estabilidad en Fo, Fm y Fv/iIFm) y si a una
disminucion en el transporte de electrones por una reduccién en la velocidad de
carboxilacion de la enzima Rubisco (reduccion Vemax). Esto provoca una saturacion del
proceso de fotosintesis y una acumulacion de centro de reaccion del FS; en su forma
cerrada. Es bien conocido que la produccion de gP en las plantas esta relacionado con
la continua reoxidacion del aceptor primario de electrones Q4 inducido por la
redistribucion de la energia de excitacién en el FS; en sincronia con el flujo completo de

electrones y el desprendimiento de oxigeno (Lichtenthaler et al., 1988).

Por su parte, el incremento en el gN esta relacionado con la activacién de los
procesos de disipacion de energia por via no radioactiva (gE); al mismo tiempo, no se
descarta una disminuciéon en los procesos de distribucion de energia entre el
fotosistema | y Il (qT), al tratarse de plantas crecidas en condiciones de baja intensidad
de luz. Tanto el gE como el gT son distinguidos dificiimente a partir de la cinética de
relajacion, ya que el gT, generalmente, tiene una pequefia contribuciéon al “quenching”
no fotoquimico; pero éste si esta presente en plantas crecidas en condiciones de bajas
intensidad de luz (Walters y Horton, 1991).

De forma general las evidencias indican que dos regiones del aparato fotosintético

son responsables de los cambios adaptativos al incremento de la temperatura en los
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genotipos estudiados. En el caso del genotipo Amalia, parecen ser las reacciones
involucradas en las reacciones fotoquimicas y transferencia de electrones las que
definen la aclimatacién de las funciones fotosintéticas a la temperatura. Por el contrario,
en el genotipo silvestre Nagcarlang la termotolerancia de la enzima Rubisco,
presumiblemente de la enzima Rubisco activasa, parece ser el sitio que permite los

cambios adaptativos al incremento de la temperatura.

4.2.5 Actividad antioxidante enzimatica
4.2.5.1 Actividad de la enzima Superoxido Dismutasa

La actividad especifica de la enzima Superdoxido Dismutasa (SOD) se vio afectada
de forma similar ante las distintas condiciones de temperatura, en cada genotipo (Figura
11).

Se observé que el tratamiento Moderada no modificd los niveles de actividad
especifica total de la enzima. Sin embargo, el tratamiento Choque, en plantas con y sin
previo tratamiento de temperatura moderada en la oscuridad, redujo en casi un 50% los
valores de actividad especifica total de la enzima SOD, en los genotipos estudiados
(Figura 11).
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Figura 11. Actividad de la enzima Superéxido Dismutasa (Usop mg' proteina), de plantas de dos genotipos de
tomate, Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C
tres noches, Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque;, 35°C tres noches+45°C tres horas,
Moderada+Choque). Las barras verticales representan el error estandar y letras distintas muestran
diferencias significativas entre los tratamientos. (* p<0,05).

El comportamiento diferenciado en la actividad de la enzima ante condiciones de
temperatura de 35 y 45°C demuestran la estabilidad de la enzima en condiciones de

temperatura moderada, en este caso no superior a los 35°C, y la extrema
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susceptibilidad de la misma a condiciones de temperatura severa (45°C). Del mismo
modo, se comprobd que la exposicion previa de las plantas a tratamientos de calor
moderado no favorece eventos que incrementen la tolerancia de la enzima cuando las

plantas son expuestas a temperaturas elevadas.

Evidencias anteriores sefialan un decremento en los valores de actividad de la
enzima SOD y un aumento en la concentracion de oxidantes seguido del estrés de calor
(Willekens et al., 1995; Foyer, 1997; Polle, 1997). Estudios realizados en diferentes
especies de tomate, creciendo en condiciones de altas temperaturas, sefalan un

decremento en la actividad SOD, en algunas de estas especies (Rainwater et al., 1996).

Las corridas electroforéticas basadas en el punto isoeléctrico de las isoenzimas
(isoelectroenfoque) revelaron la presencia de 6 isoformas activas de la enzima SOD en

las plantas control de ambos genotipos (Figura 12 Ay B).

- 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 12. Electroforesis de isoenzimas activas de la enzima Superoxido Dismutasa (isoelectroenfoque) detectadas
en el extracto crudo de hojas de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia y Nagcarlang, expuestas a
distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada; 45°C tres horas en
luz, Choque,; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). Gel de Bis/Acrilamida al 30%:
Gel 1 Control, Gel 2 Moderada, Gel 3 Choque, Gel 4 Moderada+Choque.

Acorde a los resultados obtenidos con los inhibidores (KCN y H;0;) se pudo
identificar que de las 6 bandas de actividad de la SOD observadas en el gel control,
cuatro de ellas mostraron resistencia a la incubacion con KCN (2 mM), indicando la
presencia de isoenzimas Fe-SOD y Mn-SOD. La incubacion de los geles en H,O, (5
mM) permitio identificar que dos de las cuatro bandas de actividad, presentes en el gel

incubado con KCN correspondian a isoenzimas Mn-SOD (Figura 13).
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La distribucién e identificacion de las isoformas activas ubican hacia la porcion mas
acida del gel dos bandas de actividad de Fe-SOD a un Rf de 0,28 (banda 1) y Rf de
0,35 (banda 2); en una posicion intermedia a un Rf de 0,44 (banda 3) y Rf de 0,46
(banda 4) se ubicaron dos Cu/Zn-SOD y dos isoformas Mn-SOD se localizaron hacia la
porcion mas basica del gel a un Rf de 0,70 (banda 5) y Rf de 0,73 (banda 6) (Figura
13).

Los distintos tratamientos de temperatura no modificaron el patron de isoenzimas
presente en las plantas del tratamiento Control, observandose 6 bandas con actividad

en cada gel.

A pesar de que los valores de actividad especifica total de la enzima SOD tuvieron
un comportamiento similar ante los distintos tratamientos de temperatura para cada

genotipo, las actividades de sus isoenzimas no se modificaron de igual manera.

Fe-SOD Rf=0.28
Fe-SOD Rf=0.35
Cu/Zn-SOD Rf=0.44
Cu/Zn-SOD Rf=0.46

Mn-SOD Rf=0.70
Mn-SOD Rf=0.73

- 1 2 3

Figura 13. Electroforesis de isoenzimas activas de la enzima Superoxido Dismutasa (isoelectroenfoque) detectadas
en el extracto crudo de plantas de tomate. Gel 1 sin inhibidores, Gel 2 incubado con KCN (2 mM), Gel 3

incubado con H;O, (5 mM).
La actividad de la isoenzima Fe-SOD tuvo un comportamiento peculiar en los
genotipos estudiados. En el genotipo Amalia las plantas que recibieron el tratamiento
Choque redujeron la actividad de la isoforma Fe-SOD mas acida (banda 1), mientras

que se observd un incremento en la actividad de la isoforma menos acida (banda 2).
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Por su parte, las plantas que recibieron el tratamiento Moderada incrementaron ambas
isoformas, a diferencia de las que recibieron ambos tratamientos (Moderada+Choque),
gue solamente incrementaron la actividad de la isoforma menos acida (Tabla 9).

Por el contrario, en el genotipo Nagcarlang se encontré que ambas isoformas de la
Fe-SOD se incrementaron en las plantas que recibieron los tratamientos Moderada y
Choque de forma independiente, mientras que las que recibieron ambos tratamientos
de calor redujeron la actividad de ambas isoformas.

Estudios previos sefalan la presencia de la isoenzima Fe-SOD en cloroplastos de
hojas de tomate; junto con la mas acida de las isoformas Cu/Zn-SOD (banda 3)
(Kwiatowski y Kaniuga, 1984; Perl-Treves y Galum, 1991). Por homologia a los
resultados previos y teniendo en cuenta el pl de cada isoenzima se considerara en el
experimento que la isoforma Cu/Zn-SOD ubicada en la banda 3 es la cloroplastica,

mientras que la ubicada en la banda 4 es la citosdlica.

Tabla 9. Actividad de las distintas isoenzimas presentes en el extracto crudo, de plantas de dos genotipos de tomate,
Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches,
Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque,; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque).

Genotipos Tratamientos Fe-SOD Cu/Zn-SOD Mn-SOD

(USOD mg™proteina) (USOD mg™proteina) (USOD mg™proteina)

Banda 1 | Banda 2 | Total | Banda 3 | Banda 4 | Total | Banda 5 | Banda 6 | Total

Amalia Control 1,15 1,08 2,23 3,28 1,68 4,96 0,61 0,32 0,93
Moderada 1,83 2,36 4,19 1,31 3,37 4,68 - - -
Choque 0,84 1,49 2,33 0,67 2,09 2,76 0,32 0,22 0,54

Moderada+Choque 1,09 1,47 2,56 0,70 2,22 2,92 0,30 0,12 0,42

Nagcarlang Control 1,43 2,28 3,71 1,66 2,61 4,27 1,53 1,21 2,74
Moderada 1,47 2,72 4,63 2,24 2,05 4,29 1,65 0,63 2,28
Choque 1,57 2,68 4,25 1,00 1,62 2,62 0,34 0,16 0,50

Moderada+Choque 1,19 1,68 2,87 0,95 1,49 2,44 0,58 0,14 0,72

En el genotipo Amalia se observé que la actividad de la Cu/Zn-SOD cloroplastica
(banda 3) mostré una reduccion en los distintos tratamientos de temperatura

ensayados, mientras que Cu/Zn-SOD citosélica (banda 4) se incremento, lo que hace
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suponer que esta isoforma es mucho mas estable al calor que la ubicada en los
cloroplastos.

Por su parte, en el genotipo Nagcarlang ambas isoformas de la Cu/Zn-SOD
resultaron sensibles a la exposicién a 45°C. Sin embargo, resulta interesante destacar
que el porcentaje de reduccion de la isoforma cloroplastica fue menor al detectado en el
genotipo Amalia. (Tabla 9). Los resultados coinciden con evidencias anteriores que
sefalan la actividad Cu/Zn-SOD cloroplastica es reducida con el incremento de la
temperatura en plantas de guisante (Burke y Oliver, 1992).

Intentando relacionar la actividad de las isoenzimas Fe-SOD y Cu/Zn-SOD, ubicadas
en los cloroplastos, con la termotolerancia de las funciones fotosintéticas de los
genotipos estudiados, se puede decir que el incremento de la actividad de ambas
isoformas Fe-SOD parece conferirle proteccion a los cloroplastos; en situaciones donde
la actividad de la Cu/Zn-SOD se deprime severamente. Resulta interesante destacar
que en el genotipo silvestre Nagcarlang la actividad de la isoenzima Cu/Zn-SOD
cloroplastica parece contribuir a la proteccién de las funciones fotosintéticas. Por el
contrario, se detecté que los tratamientos de calor que disminuyeron la tasa de
asimilacion de CO,, en ambos genotipos, provocaron una severa reduccion en la
actividad de la isoforma Fe-SOD mas acida (banda 1) al igual que de la isoforma Cu/Zn-
SOD cloroplastica.

Por analogia a lo encontrado en estudios anteriores se asumio que la isoforma Mn-
SOD menos basica (banda 5) corresponde a la isoforma mitocondrial (Perl-Treves y
Galum, 1991; Hernandez et al., 1999; Jiménez et al., 2003); mientras que la ubicada
hacia la posicion mas basica (banda 6) corresponde a la peroxisomal (Mittova et al.,
2000; Del Rio et al., 2003).

En el genotipo Amalia se encontr6 que la actividad de las isoformas Mn-SOD
mitocondrial y peroxisomal se redujo con la temperatura. Las mayores afectaciones se
encontraron en las plantas que solamente recibieron el tratamiento de calor moderado
en la oscuridad (Moderada). Por su parte, el genotipo silvestre Nagcarlang, igualmente
redujo la actividad de esta isoenzima, excepto la isoforma menos basica (banda 5) que
mostro tolerancia a condiciones moderadas de temperatura (Moderada).

Teniendo en cuenta las variaciones encontradas en la actividad de las distintas

isoformas Mn-SOD en ambos genotipos, se puede decir que tanto las mitocondrias
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como los peroxisomas se encontraban desprovistos de un sistema de defensa
antioxidante, relacionado con la eliminacion del radical libre O,’, que redujera los dafios
oxidativos. Este fendbmeno pudo ser menos severo en las plantas que recibieron
temperaturas de 35°C en Nagcarlang, donde parece existir una isoforma mas estable al
incremento moderado de la temperatura.

De forma general, se encontr6 que las variaciones detectadas en la actividad
especifica SOD no justifican la termotolerancia del aparato fotosintético. Sin embargo,
las modificaciones detectadas en las isoformas de la Fe-SOD parecen relacionarse con
la proteccion de los cloroplastos bajos determinadas condiciones de temperatura, en
ambos genotipos. Igualmente, parece ser esta isoenzima la responsable de la actividad
antioxidante en los cloroplastos cuando las altas temperaturas reducen la actividad de
Cu/Zn-SOD.

4.2.5.2 Actividad de la enzima Ascorbato Peroxidasa

Cuando se examindé la enzima Ascorbato Peroxidasa (APX) se encontré un
incremento en su actividad con la temperatura, en ambos genotipos (Figura 14), patron
que coincide con observaciones previas en otros cultivos (Mittova et al., 2000;
Panchuck et al., 2002, del Rio et al., 2003; Mateos et al., 2003).
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Figura 14. Actividad de la enzima Ascorbato Peroxidasa (nmoles min.”" mg”'proteina) de plantas de dos genotipos
de tomate, Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control;
35°C tres noches, Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque;, 35°C tres noches+45°C tres horas,
Moderada+Choque). Las barras verticales representan el error estandar y letras distintas muestran
diferencias significativas entre los tratamientos. (* p<0,05, **p<0,01).
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Se debe de sefialar que en el genotipo Amalia los mayores incrementos de actividad
se obtuvieron en las plantas que recibieron de algun modo el tratamiento Choque,
mientras que en Nagcarlang se detectd en las plantas expuestas al tratamiento
Moderada (Figura 14). Esta respuesta diferencial en los niveles de actividad de la
enzima APX hace suponer que en el genotipo Amalia, mejorado genéticamente, existe

una enzima APX con mayor estabilidad térmica.

De forma general, es evidente que ante el incremento de la temperatura, en ambos
genotipos, se disparé un sistema de defensa antioxidante eficiente para eliminar la
presencia de H,O; en la célula, el cual es potencialmente toxico. No se pudo relacionar
el incremento de la actividad de la enzima APX con la termotolerancia o susceptibilidad

al calor del aparato fotosintético, en ambos genotipos .

4.2.5.3 Actividad de la enzima Catalasa

La actividad de la enzima Catalasa (CAT) encontrada en ambos genotipos en

condiciones diferentes de temperatura se muestra en la Figura 15.

En el genotipo Amalia, la actividad de la enzima CAT se redujo en aquellas plantas
que recibieron tratamientos de temperatura en la oscuridad (Moderada vy
Moderada+Choque), mientras que las plantas que se expusieron al tratamiento de
Choque mostraron valores similares de actividad a las plantas control. Los resultados
sugieren que la pérdida de actividad de la enzima CAT no se debid al incremento de la
temperatura, sino al modo de imponer los tratamientos de calor (donde se incluye un
periodo de oscuridad y posteriormente uno de luz) el cual pudo inducir la fotoinhibicion
de la enzima (Schafer y Feierabernd, 2000) y una inhibiciébn de su sintesis en la
oscuridad (Dat et al., 1998). Evidencias anteriores sefialan que la actividad Catalasa
puede ser fotoinhibida en algunas condiciones de luz (Feierabend y Engel, 1986; Polle,
1997; Foyer et al., 1997; Dat et al., 1998).
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Figura 15. Actividad de la enzima Catalasa (umol min.”' mg'proteina) de plantas de dos genotipos de tomate,
Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres
noches, Moderada;, 45°C tres horas en Iluz, Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas,
Moderada+Choque). Las barras verticales representan el error estandar y letras distintas muestran
diferencias significativas entre los tratamientos. (no significativo (ns), *p<0,05).

En el genotipo Nagcarlang, ninguno de los tratamientos de calor ensayados
provocaron modificaciones en la actividad de la enzima, lo que pudiera indicar la
presencia de una enzima con mayor estabilidad al calor en este genotipo. Los niveles
de actividad de la enzima CAT encontrados en las plantas expuestas al tratamiento
Choque en los genotipos Amalia y Nagcarlang suponen un predominio de las

isoenzimas mas estables al calor (Anderson, 2002).

De forma general, la actividad de la enzima CAT no fue inducida por el incremento
de la temperatura, por el contrario una disminucion de la misma fue detectada en las
plantas que recibieron condiciones de calor en la oscuridad, en el genotipo Amalia. En
condiciones donde la actividad CAT fue reducida, el H,O, fue eliminado de las plantas

por la enzima APX.

4.2.6 Estado oxidativo de las plantas
4.2.6.1 Contenido de peroxido de hidrégeno foliar

El contenido de H,O, foliar se redujo con el incremento de la temperatura en el
genotipo Amalia. Sin embargo, en el genotipo Nagcarlang esto solamente se observé

en aquellas plantas que recibieron en algun momento el tratamiento de Choque. Las
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plantas expuestas al tratamiento Moderada (35°C) mostraron valores similares a las

plantas control (Figura 16).
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Figura 16. Contenido de perdxido de hidrégeno (nmol mL”) de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia y
Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches,
Moderada; 45°C tres horas en luz, Choque,; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque).
Las barras verticales representan el error estandar y letras distintas muestran diferencias
significativas entre los tratamientos. (**p<0,01, ***p<0,001).

Teniendo en cuenta las enzimas encargadas de mantener los niveles no toxicos de
H20 en la célula, se puede sugerir que en el genotipo Amalia los valores tan bajos de
esta especie reactiva de oxigeno, encontrados en las plantas que recibieron el
tratamiento Choque, se debieron a la accidén combinada y eficiente de los sistemas
enzimaticos encargados su eliminacion (APX y CAT) (Figuras 14 y 15), mientras que en
los restantes tratamientos parece ser solamente la enzima APX la encargada de reducir

los niveles de H20; en el tejido (Figura 14).

Por otra parte, en el genotipo Nagcarlang mientras que la actividad CAT mantiene su
actividad ante el incremento de la temperatura y contribuye a la eliminacion de las
posibles especies reactivas de oxigeno que se forman bajo estas condiciones, es la
actividad de la enzima APX la que garantiza, en mayor medida, un estado oxidativo no
toxico en las plantas (Figura 14 y 15). Es de sefalar, que las plantas expuestas al
tratamiento Moderada, aun cuando presentaron un incremento significativo en la
actividad de la enzima APX, y niveles de actividad de la enzima SOD similares a las
plantas control, el contenido de H>O, fue similar al detectado en las plantas control, lo
que supone que bajo estas condiciones de calor la produccién de H,O, se incrementa,

no solo por la accién de la enzima SOD. Es bien conocido, que la produccion de H,O,
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en las plantas esta dada por dos procesos fundamentales, la fotosintesis (reaccién de
Mehler) y la fotorrespiracion (glicolato oxidasa) (Veljovic-Jovanovic et al., 2002). Sin
embargo, existen otras enzimas en las hojas que son capaces de producir cantidades
significativas de H,O,, incluyendo peroxidas, NADPH oxidasa y oxalato oxidasa (Sagi y
Fluhr, 2001).

Se ha reconocido que el HyO,, asi como otras especies activas de oxigeno,
pueden atacar y dafar diferentes macromoléculas en la célula viviente (Foyer et al.,
1994; Smirnoff, 1993). Sin embargo, no se debe de descartar el efecto dual que tiene el
peréxido de hidrogeno al actuar como sefalizador del estrés en la célula (Neil et al.,
1999; Noctor et al., 2000).

4.2.6.2 Contenido de malondialdehido en las plantas

La accidon de las especies reactivas de oxigeno en las membranas celulares se
estimé a partir de los niveles de malondialdehido (MDA) detectados en el extracto crudo

foliar, en ambos genotipos (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de malondialdehido (nmol mg ' proteina), de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia y
Nagcarlang, expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches,
Moderada,; 45°C tres horas en luz, Choque,; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque).
Las barras verticales representan el error estindar y letras distintas muestran diferencias
significativas entre los tratamientos. (**p<0,01).

En el genotipo Amalia, solamente la condicién de temperatura de Choque provoco
un incremento en los niveles de MDA en el tejido foliar, mientras que las plantas que de

algun modo recibieron el tratamiento Moderada (Moderada y Moderada+Choque)
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presentaron niveles de MDA menores a los detectados en las plantas control (Figura
17).

El incremento en el contenido de MDA, detectado en las plantas que recibieron el
tratamiento Choque, en el genotipo Amalia, estuvo acompanado de un incremento en la
pérdida de electrolitos por la membrana (Tabla 3). Las modificaciones encontradas en
las funciones fotoquimicas de FS; y la baja actividad de la enzima SOD bajo estas
condiciones pudieron favorecer la formacion y acumulacion de especies reactivas de
oxigeno, como el Oz, en la vecindad del FS;; el cual tiene la capacidad de interactuar
directamente con los lipidos de membranas e incrementar los niveles de peroxidacion
lipidica. Estudios anteriores han relacionado el incremento en el contenido de MDA con
la oxidacién del acido linoleico y del linolénico, componentes de los galactolipidos y
fosfolipidos que componen los centros de reaccidn de los fotosistemas, en la membrana

de los cloroplastos (Kurganova et al., 1997).

Por su parte, en el genotipo silvestre Nagcarlang todas las plantas expuestas a los
distintos tratamientos de temperatura presentaron niveles de MDA inferiores a los
detectados en las plantas control, lo cual se correspondié con la tolerancia de las

funciones fotoquimicas.

Es de notar que los niveles de MDA detectados en las plantas control, en ambos
genotipos, son resultado de la generacion de especies reactivas de oxigeno en los
procesos fisiologicos normales, los cuales producen pequefias cantidades, pero

cuantificables, de estas especies oxidadas.

4.2.6.3 Contenido de proteinas solubles: totales y modificadas oxidativamente

El contenido de proteinas modificadas oxidativamente en la célula solamente se
incrementd en las plantas que recibieron directamente el tratamiento Choque en el
genotipo Amalia, mientras que los restantes tratamientos de calor lograron mantener
valores similares a los encontrados en las plantas control (Figura 18A). Se ha
encontrado un incremento en el contenido de proteinas oxidadas en plantas de maiz
después del estrés oxidativo inducido por enfriamiento (Prassad, 1996; Kingston-Smith

y Foyer, 2000), en nédulos en senescencia de guisante y frijol (Matamoros et al., 1999)
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y en plantas de guisante, después del estrés oxidativo inducido por cadmio (Romero-
Puerta et al., 2002).
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Figura 18. Contenido de proteinas modificadas oxidativamente (nmol mg” proteina) (4) y proteinas solubles totales
(mg mL”), de plantas de dos genotipos de tomate, Amalia y Nagcarlang, expuestas a distintos
tratamientos de temperatura (25°C, Control; 35°C tres noches, Moderada;, 45°C tres horas en luz,
Choque; 35°C tres noches+45°C tres horas, Moderada+Choque). Las barras verticales representan el
error estandar y letras distintas muestran diferencias significativas entre los tratamientos. (* p<0,05,
**p<0,01).

En el genotipo Nagcarlang ninguno de los tratamientos de calor impuestos

modificaron significativamente el contenido de proteinas oxidadas en el tejido foliar.

Por su parte, el contenido de proteinas solubles totales presentes en el extracto se
redujo significativamente en las plantas expuestas al tratamiento Choque, en el
genotipo Amalia; mientras que se detectd un incremento de éstas en las plantas que
recibieron ambas condiciones de calor (Moderada+Choque) (Figura 18B). En el
genotipo Nagcarlang se observé un incremento en el contenido de proteinas totales en
las plantas que recibieron en algin momento la temperatura de 35°C (Moderada y
Moderada+Choque).

De forma general, se encontré una relacion inversa entre el contenido de proteinas
modificadas oxidativamente y el contenido de proteinas solubles totales, lo que indica
que las proteinas oxidadas las cuales pierden su funcionalidad, parecen ser sitio
preferencial de las proteasas. Trabajos previos sefialan que la degradacion de
proteinas constituye un indice de estrés oxidativo en la planta cuando son expuestas a

distintas condiciones adversas de crecimiento (Pacifici y Davies, 1990).
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4.3 Efecto del periodo breve de exposicion a diferentes temperaturas
foliares en la funcionalidad del aparato fotosintético, en dos

genotipos de tomate.

4.3.1 Variables del intercambio gaseoso de las plantas. Anadlisis de las curvas de
asimilacién de CO; a diferentes concentraciones de CO; (Curvas (A/Ci)

En la Figuras 19A y B se muestra el efecto de diferentes condiciones de temperatura
foliar en las variables del intercambio gaseoso en el rango de concentracion de CO;

evaluado (curvas A/Ci), en los genotipos Amalia y Nagcarlang.
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Figura 19. Curvas de asimilacién de CO, (umol m™ s™') a distintas presiones de CO, intercelular (umol mol™), de
hojas de dos genotipos de tomate, Amalia (4) y Nagcarlang (B), expuestas a distintos tratamientos de
temperatura (25 y 35°C). (Q = 1800 umol m™s™ y flujo de gases de 400 umol s™).

En el genotipo Amalia la tasa de asimilacién de CO, detectada a concentraciones
bajas de CO,, y la que a menudo es referida a la eficiencia de carboxilacion, no se
diferencié entre las hojas control y las tratadas. Sin embargo, a medida que se
incremento la concentracion interna de CO,, la fotosintesis neta se redujo severamente
en las hojas que recibieron la temperatura de 35°C, notandose una marcada diferencia
a partir de concentraciones internas de CO, de 300 umol mol™ (Figura 19A). Teniendo
en cuenta el efecto diferencial de la temperatura en los distintos componentes del
aparato fotosintético, se puede decir que la dependencia de los procesos que limitan la
fotosintesis con el incremento de la temperatura, no es necesariamente la misma
(Labate y Leegood, 1988 y Sage et al., 1990).

88



Por su parte, en el genotipo Nagcarlang, la condicién de temperatura de 35°C
incremento los valores de esta variable en el rango de concentracion de CO, evaluado,
notandose las mayores diferencias entre el control y las tratadas a concentraciones de
CO; elevadas (Figura 19B).

Se debe de tener en cuenta que la forma de aplicar el estrés modula la respuesta de
las plantas, lo que pudiera justificar, en este caso, la reducciéon en los valores A
detectada a 35°C, en Amalia, donde la temperatura fue aplicada localmente en el tejido
foliar. Es de senalar, que en los epigrafes 4.1.2 y 4.2.3 se aplicaron temperaturas de
45°C durante 2 horas y 35°C durante cuatro horas tres dias, respectivamente; a las
plantas y no se detectaron variaciones en esta variable.

Las limitaciones impuestas por los estomas al intercambio gaseoso se estimaron a
partir de los valores de conductancia estomatica (g/). En el genotipo Amalia un cierre
estomatico caracterizd la respuesta de este genotipo al incremento de la temperatura
(Figura 20). Esta respuesta estomatica en condiciones de estrés foliar breve (minutos),
fue similar a la detectada cuando el estrés se le aplicé a la planta por un periodo mayor
(3 horas), quedando demostrado que el genotipo Amalia responde al incremento de la

temperatura con un cierre estomatico, respuesta tipica de una planta Cs.
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Figura 20. Curvas de conductancia estomdtica (mmol m? s') a distintas presiones de CO, intercelular (umol ~mol
"), de hojas de dos genotipos de tomate, Amalia (4) y Nagcarlang (B), expuestas a distintos tratamientos
de temperatura (25 y 35°C). (Q = 1800 umol m™s™ y flujo de gases de 400 umol s™).

Por el contrario, en el genotipo Nagcarlang la respuesta estomatica detectada en las
hojas tratadas no tuvo un comportamiento similar en el rango de concentracion de CO»

evaluado. Se observé que cuando los niveles de CO, intercelular se mantuvieron por
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debajo de 200 pmol mol™ los estomas no respondieron al incremento de la temperatura,
sin embargo por encima de éstos niveles un cierre estomatico caracterizo la respuesta
de éste genotipo. La respuesta diferencial encontrada en el genotipo Nagcarlang
permite sugerir que para ciertas condiciones de temperatura, aun cuando supere el
optimo de la especie, si la atmosfera esta empobrecida de CO, los estomas se
mantienen abiertos para garantizar la difusion del CO, a los espacios intercelulares.
Bajo estas condiciones se puede decir que en el genotipo Nagcarlang, se activaron una
serie de mecanismos relacionados con los estomas que favorecieron la eficiencia de
carboxilacion de la enzima (obtenida en la primera porcién de curva A/Ci), minimizando
el proceso de fotorrespiracion.

Es de senalar, en ambos genotipos, que el cierre estomatico no limitd la difusion
CO; a los espacios intercelulares, obteniéndose valores similares de Ci en las hojas
control y tratadas en el rango de concentracion ensayado (Figura 20). De ahi, que no se
considere la contribucion del componente estomatico en los valores de asimilacion neta.

Por su parte, la tasa de transpiracion (Tr) de las hojas se incremento en las distintas

condiciones de estrés térmico, en ambos genotipos (Figura 21).
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Figura 21. Curvas de transpiracién (mmol m” s™*) a distintas presiones de CO, intercelular (umol mol”) de hojas de
dos genotipos de tomate, Amalia (A) y Nagcarlang (B), expuestas a distintos tratamientos de
temperatura (25 y 35°C). (Q = 1800 umol m™s™ y flujo de gases de 400 umol s™).

No se encontré6 una relacion directa entre la transpiracién y la conductancia
estomatica. Es de notar, que las hojas que recibieron el tratamiento de temperatura
lograron un incremento en la Tr cuando los valores de g/ se redujeron. Esta respuesta
puede ser explicada si se tiene en cuenta que la transpiracion no solo depende de la

apertura estomatica, sino también de la diferencia de presion de vapor de agua entre la

90



hoja y el aire (Azcén-Bieto y Talén, 2000). Bajo las condiciones de temperatura
ensayadas se puede sugerir que en las hojas expuestas a temperatura del aire de 35°C
la diferencia de presion de vapor entre la hoja y la capa limite se incremento,
favoreciendo la transpiracién, aun cuando los estomas redujeron su apertura.

Trabajos previos han relacionado, en muchas especies, la resistencia al calor con la
forma de evitar el estrés, al cual se une el habitat especifico y la arquitectura de hoja
(pelos, textura y talla), teniendo un papel decisivo para evitarlo las adaptaciones
funcionales, principalmente, la transpiracion (Shabala, 1996). Se ha senalado que por la
transpiracion, la temperatura de la hoja puede ser reducida en 5°C, y del 20 al 30% de
la energia de calor absorbida puede ser disipada (Zhuchenko, 1988). Investigaciones,
llevadas a cabo con plantas de tomate con diferentes susceptibilidades al calor, han
encontrado una tendencia a la disminucion en la transpiracion con un sacrificio en la
fotosintesis neta, en plantas termosensibles; por el contrario, han asociado la
transpiracion activa con la tolerancia al calor (Jun et al., 1990).

Si bien evidencias anteriores senalan que el incremento de la transpiracién disipa
parte de la energia absorbida y reduce la temperatura foliar, como se ha comprobado
en el epigrafe 4.2.3, e incrementa la tolerancia al calor, la forma de imponer el estrés en
este experimento limitd estas adaptaciones funcionales, las cuales no pudieron ejercer
su funcién al mantener de manera constante la temperatura de la hoja a 35°C.

A partir de los resultados de las curvas de asimilacion de CO, a diferentes
concentraciones de CO, (curvas A/Ci), en ambos genotipos, se pudo distinguir la
contribucion del componente mesofilico al intercambio gaseoso.

Al considerar las limitaciones impuestas por la enzima Rubisco en la tasa de
asimilacién de CO,, se encontrd, que el incremento de la temperatura foliar redujo en un
16% los valores de velocidad maxima de carboxilacion de la enzima (Vcmax), en el
genotipo Amalia (Tabla 10). En correspondencia a las afectaciones observadas en la
Vecmax, se encontré una reduccion en la tasa de carboxilacion dependiente de las
propiedades de la enzima Rubisco (Ac), la cual se hizo mas evidente a concentraciones
elevadas de CO; (Figura 22).

Por el contrario, en el genotipo Nagcarlang, la elevaciéon de la temperatura en 10°C
incrementd 1,6 veces la velocidad maxima de carboxilacion de la enzimas, lo que hace

suponer, que el 6ptimo de actividad de la enzima Rubisco, presente en el genotipo
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silvestre, es superior a los 25°C. Estudios previos realizados en arroz sefialan que la
actividad de la enzima Rubisco manifiesta una estabilidad a la temperatura en los
cultivares tolerantes comparado con los susceptibles, debido fundamentalmente a la
degradaciéon diferencial de la enzima por proteasas, acoplada con una pérdida de

habilidad para la sintesis de la enzima en los cultivares sensibles (Bose et al., 1999).

Tabla 10. Valores de Vemax y Jmax obtenidos a partir de las curvas A/Ci, de hojas de dos genotipos de tomate,
expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25 y 35°C). Los valores representan la media de dos
repeticiones =+ el error estandar del parametro.

Genotipos | Temperatura foliar (°C) | Vemax (umolm'zs'l) Jmax (qum'Zs'l)
Amalia 25 55,55+ 5,4 110,16+ 5,8
35 46,99+ 5,7 53,34+ 3,6
Nagcarlang 25 53,90+ 5,6 102,36+ 6,5
35 88,50+ 4,8 114,06+3,8

Igualmente, la tasa de carboxilacion dependiente de las propiedades de la enzima
(Ac), se incrementd en las hojas expuestas a 35°C, en el genotipo Nagcarlang (Figura
22). Este incremento en la capacidad de carboxilacién de la enzima reduce su funcidn
oxigenasa, lo cual constituye un gran valor adaptativo al calor en plantas C3, donde el
proceso de fotorrespiracion esta presente y constituye una de las mayores limitantes a

la fotosintesis.
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Figura 22. Curvas representativas de la tasa de carboxilacion de la enzima Rubisco (umol m” s), limitada por las
propiedades cinéticas de la enzima, a distintas presiones de CO, intercelular de hojas de dos genotipos
de tomate, Amalia (A) y Nagcarlang (B), expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25 y 35°C).
(0 = 1800 umol m”s™ y flujo de gases de 400 umol s™).
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Cuando se consider6 la influencia del calor en la eficiencia del transporte de
electrones (Jmax), se encontré que, en el genotipo Amalia, éste parece ser el sitio de
mayor vulnerabilidad al incremento de la temperatura (reduccién del 50%) (Tabla 10).
Esta reduccién en los valores de Jmax definié una reduccion severa en la tasa de
carboxilacion de la enzima, dependiente de la regeneracién del sustrato (Aq), la cual se
hizo mas evidente a concentraciones elevadas de CO,. Por su parte, en el genotipo
Nagcarlang, un aumento en la temperatura provocé un pequefio incremento en los
valores de Jmax, lo cual favorecid la capacidad de carboxilacion de la enzima
dependiente de la regeneracion del sustrato (Figura 22).

Teniendo en cuenta las variaciones diferenciadas en los valores de Vcmax y Jmax,
en los genotipos estudiados, se puede decir que en genotipo Amalia la pequefa
reduccidon (16%) en la velocidad maxima de carboxilacién de la enzima Rubisco no se
debidé a afectaciones directas en la enzima, sino a la severa reduccion en la eficiencia
de transporte de electrones, lo cual define la cantidad de ATP indispensable para la
activacion de la enzima Rubisco. Estudios previos sefalan que, de todas las funciones
de la célula, la actividad fotosintética de los cloroplastos resulta ser la mas sensible al
calor, considerandose el sitio primario de dafo los componentes del aparato
fotosintético localizado en las membranas de los tilacoides (Havaux, 1993; Stefanov et
al., 1996; Giardi et al., 1997 y Heckathorn et al., 1997) donde se realizan las reacciones
fotoquimicas. Igualmente, se sefiala que la temperatura afecta la tasa de regeneracion
de la RuBP, limitada por el transporte de electrones, en mayor medida que la capacidad

de la enzima (Farquhar y von Caemmerer, 1982; Sharkey, 1985)
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Figura 23. Curvas representativas de la tasa de carboxilacion de la enzima Rubisco (umol m™ s™'), limitada por la
regeneracion de la RuBP a distintas presiones de CO, intercelular de hojas de dos genotipos de tomate, Amalia (A)
y Nagcarlang (B), expuestas a distintos tratamientos de temperatura (25 y 35°C). (Q = 1800 umol m™s™ y flujo de
gases de 400 umol s™).

Por el contrario, en el genotipo Nagcarlang, el incremento en la velocidad maxima de
carboxilacion, parece ser el evento que define la pequefia estimulacion en la eficiencia
de transporte de electrones, para garantizar la presencia de intermediarios como el ATP
y NADP H* necesarios para la carboxilacion y la regeneracion del sustrato.

De forma general, se puede plantear que la reducida tasa de asimilaciéon de CO;
detectada en Amalia, se debi6 a la extrema vulnerabilidad del transporte de electrones.
Sin embargo, en el genotipo Nagcarlang, parece ser la actividad de la enzima lo que
define el incremento en la tasa de asimilacion de CO, en condiciones de alta

temperatura.

4.3.2 Variables de la fluorescencia de clorofila a en las plantas
En la Tabla 11 se muestra el efecto de las distintas condiciones de tratamiento
térmico aplicado al nivel foliar en las variables de fluorescencia (Fo, Fm, Fv, Fv/IFm), en

ambos genotipos.
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Tabla 11. Fluorescencia de clorofila a de hojas de dos genotipos de tomate expuestas a distintos tratamientos de
temperatura (25 y 35°C). Los valores representan la media de los tratamientos + el error estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas entre los tratamientos. (no significativo (ns)

**p<0,01).

Genotipo | Tratamientos Fo Fm Fv FviIFm
Amalia 25°C 130,2043,2 | 661,00+2,2 a | 530,00+2,4 a | 0,80+0,0
35°C 113,00+2,0 | 546,40+4,4 b | 432,00£3,8 b | 0,79+0,0

significacion ns > > ns
Nagcarlang 25°C 126,80+2,6 | 667,00+2,00 | 540,00+2,3 |0,81+0,0
35°C 114,10+3,9 | 642,70+7,5 | 528,00+5,9 |0,81+0,0

significacién ns ns ns ns

Los valores de Fo, indicador de los eventos relacionados con la captacion vy
migracion de energia al nivel de antena y del FS;, no fueron modificados por el
incremento de la temperatura foliar, en ambos genotipos. Por el contrario, los valores de
Fm, indicador del estado reducido de los aceptores de electrones del FS;;, disminuyeron
por el incremento de la temperatura, en el genotipo Amalia, siendo esta variable la que
definid una reduccion en los valores de Fv, variable que refleja el estado oxidativo de
los aceptores primarios de electrones (Tabla 11). Es de notar, que las modificaciones
detectadas en los valores de Fm no ejercieron efecto alguno en la eficiencia fotoquimica

del FS; (Fv/Fm), indicando la ausencia del fendmeno de fotoinhibicién (Tabla 11).

Por el contrario en el genotipo Nagcarlang se corrobora la estabilidad de las

reacciones fotoquimicas ante el incremento de la temperatura.

El analisis de las variables “quenching” fotoquimico y no fotoquimico permite estimar
modificaciones en el aparato fotosintético que no son detectadas por las variables de
fluorescencia analizadas, y sin embargo brinda informacion util sobre el funcionamiento

del aparato fotosintético.

De forma general, se encontr6 que la condicibn de temperatura impuesta no
modifico las variables gP y gN, en los genotipos estudiados (Tabla 12), lo que indica el

establecimiento de mecanismos eficientes, para reducir por via fotoquimica (qP) la
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emision de fluorescencia de clorofila, y una disipacién de energia en forma de calor

(gN) similar a la presente en condiciones normales de crecimiento.

Tabla 12. “Quenching” fotoquimico (qP), no-fotoquimico (qN), de hojas de dos genotipos de tomate, expuestas a
distintos tratamientos de temperatura (25 y 35°C). Los valores representan la media de los tratamientos
+ el error estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas entre los tratamientos. (no
significativo (ns) **p<0,01).

Genotipos | Tratamientos qP qgN

Amalia 25°C 0,18+0,0 | 0,81+0,0

35°C 0,19+0,0 | 0,81+0,0

significacion ns ns

Nagcarlang 25°C 0,17+0,0 | 0,82+0,0
35°C 0,17+0,0 | 0,8210,0

significacién ns ns

Es de notar, que aun cuando el analisis de las curvas A/Ci reflej6é que, en el genotipo
Amalia, el sitio vulnerable al incremento de la temperatura fue la cadena transportadora
de electrones, el analisis de las distintas variables que describen los eventos
fotoquimicos primarios no reflejé modificaciones que limiten la eficiencia fotoquimica del
FSy (FVIFm). A partir de estos resultados, se puede sugerir que este hecho esta
relacionado con el efecto de la alta temperatura en los componentes de la cadena
transportadora de electrones alejada del FS;, los cuales son los responsables de la
reduccidon en la eficiencia de transporte de electrones (Jmax) en el sistema, y de la
acumulacion de las formas reducidas de los aceptores primarios de electrones (Qa™ y

Qg), lo que se tradujo en una reduccién en los valores de Fm.

De forma general, se puede plantear que se corrobora la susceptibilidad del aparato
fotosintético en el genotipo Amalia cuando el incremento de la temperatura se ejerce de
manera rapida (choque), resultado que corrobora los obtenidos en los experimentos
anteriores. Sin embargo, la manera de aplicar el estrés ejerce en mayor 0 menor
medida su efecto en los distintos componentes del aparato fotosintético, quedando
demostrado que el sitio vulnerable al incremento de la temperatura por periodo breve es

la cadena transportadora de electrones. Al mismo tiempo se confirma la tolerancia de
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las funciones fotosintéticas en el genotipo Nagcarlang y se plantea por primera vez que
la tolerancia reportada por los genetistas esta relacionada, al menos, con la tolerancia
del proceso de fotosintesis. De igual manera, queda demostrado para ambos genotipos
que, independientemente de la forma de aplicar el estrés, los estomas se cierran ante el

incremento de la temperatura.
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5- DISCUSION GENERAL

La fotosintesis es uno de los procesos fisioldgicos de mayor susceptibilidad a las
altas temperaturas, ésta puede ser completamente inhibida antes que otros sintomas
sean detectados en las plantas (Berry y Bjérkman, 1980). Los cambios en la tasa de
asimilacién de CO; reflejan alteraciones en el componente estomatico y/o la capacidad
mesofilica del aparato fotosintético, donde el componente estomatico depende de la
resistencia que imponen los estomas al intercambio gaseoso, mientras que la
capacidad mesofilica depende de la actividad de la enzima Rubisco y la capacidad de

transporte electrénico para generar la RuBP (von Caemmerer y Farquhar, 1981).

El incremento de la temperatura y la forma de aplicar el estrés tuvo un efecto
diferenciado en la fisiologia del aparato fotosintético en los genotipos estudiados. En el
genotipo Campbell-28, se demostr6 que las funciones fotosintéticas fueron
extremadamente sensibles al incremento de la temperatura. Esto se comprobé a partir
de los valores de asimilacion de CO, y las variables de fluorescencia de clorofila
evaluadas. Sin embargo, las modificaciones detectadas en los componentes estomatico
y fotoquimico en este genotipo no parecen justificar los valores reducidos de A ante el
incremento de la temperatura, lo que hace suponer que el calor provocd modificaciones
en eventos claves involucrados en la fijacion de CO, (Makino et al., 1994; Heckathorn et
al., 1997; Xiong et al., 1999; Law y Crafts-Brandner, 1999; Xiong et al.,2000).

Por el contrario, en el genotipo Amalia se demuestra por primera vez que la
fisiologia del aparato fotosintético muestra una moderada tolerancia para ciertas
condiciones de alta temperatura. Se comprueba que condiciones de 45°C durante 2
horas y condiciones de 35°C impuestas cuatro horas diarias durante tres dias en la
oscuridad no afectan la capacidad fotosintética de las plantas. Sin embargo,
exposiciones a 45°C superiores a 2 horas reducen la capacidad de asimilacion
fotosintética de las plantas, pero tal efecto puede ser reducido cuando las plantas se
exponen previamente a una temperatura moderada (35°C en la oscuridad),
comprobandose un incremento en el rango de tolerancia.

Es de notar, que la tolerancia y la capacidad de aclimatacién de las funciones
fotosintéticas, en este genotipo, estuvieron relacionadas con la tolerancia de la

velocidad maxima de carboxilacion de la enzima Rubisco (Vcmax) y la eficiencia del
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transporte de electrones (Jmax), parametros que definieron la tasa de carboxilacion
dependiente de las propiedades de la enzima (Ac) y la dependiente de la regeneraciéon
del sustrato (Aq), respectivamente.

En el genotipo silvestre Nagcarlang, ampliamente referido en la literatura como
termotolerante (Stevens, 1979; Villareal y Lai, 1979; Bar-Tsur et al., 1985; Trabelsi et
al., 1986 y Rich, 1986, Tomato Genetic Cooperative Report, 1994), se comprobd por
primera vez que la tolerancia de las funciones fotosintéticas parece justificar su
termotolerancia. Igualmente, un aspecto novedoso en esta investigacion resulta el
hecho de que ciertas formas de imponer el calor pueden incrementar la sensibilidad, al
menos del proceso de asimilacion de CO,, en este genotipo. Se comprobd que
exposiciones prolongadas a temperaturas moderadas en la oscuridad (Moderada) y
posteriormente una temperatura de 45°C (Choque) reducen significativamente la tasa
de asimilacion fotosintética (A), disminuyendo la eficiencia de carboxilacién de la
enzima Rubisco, limitada tanto por las propiedades cinéticas y estado de activacion de
la enzima como por la disponibilidad del sustrato (definido por la tasa de transporte
electrénico).

Esta inhibicion encontrada en la capacidad de carboxilacion de la enzima Rubisco
supone afectaciones directas en la misma o en las enzimas relacionadas con su
activacion. Uno de los posibles candidatos a ser dafados por el incremento de la
temperatura es la enzima Rubisco activasa (Vining et al., 1997; Feller et al., 1998;
Crafts-Brandner et al., 1997).

La conductancia estomatica (g/) detectada en los genotipos Amalia y Nagcarlang no
justifica las reducciones en los valores de asimilacion de CO, (A), en ninguno de los
tratamientos de temperatura. En la totalidad de los tratamientos no se encontré una
relacion clara entre g/ y A, demostrandose que el efecto de las altas temperaturas en
los valores de A no fue por afectaciones en el componente estomatico, sino por dafios

en la capacidad mesofilica, lo cual redujo la capacidad fotosintética.

Hasta el momento se ha sefialado el efecto de la g, en los valores de A al asumir
que valores reducidos de conductancia limitan la difusion del CO, y, por tanto, la
actividad carboxilasa de la enzima. Sin embargo, no se debe de descartar su efecto en

los valores de Tr, la que esta muy relacionada con los valores de temperatura presente
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en la hoja. Se comprob6 que las plantas, de ambos genotipos, que redujeron en menor
medida los valores de Tr con el incremento de la temperatura presentaron una
temperatura foliar menor que aquellas donde los niveles de Tr se redujeron. Es
conocido, que a través de la transpiracion, la temperatura foliar puede ser reducida en
5°C y que del 20 al 30% de la energia absorbida en forma de calor puede ser disipada
(Zhuchenko, 1988). Teniendo en cuenta el efecto de la temperatura en la estructura y
funcionalidad de las enzimas, asi como en la estabilidad de las membranas celulares,
se puede sugerir que el incremento en la temperatura foliar, la que depende de la tasa
de Tr, pudo exponer a las distintas enzimas involucradas en la fijacion fotosintética de

CO; y ciertas membranas termosensibles a temperaturas superiores a las tolerantes.

El efecto del calor en el aparato fotosintético fue también evidente a través del
analisis de fluorescencia de clorofila, la que es originada por la clorofila a del FS; y
refleja los procesos de captacion de luz y las reacciones fotoquimicas primarias del FS,
(Georgieva y Yordanov, 1993). Una informacién novedosa en este sentido resultd
demostrar que, en el genotipo Amalia, la condicion de calor que resultdé estresante
(45°C- 3 horas) redujo la funcionalidad del FSy;, con un efecto severo en las reacciones
involucradas en la captacion y migracion de energia en el centro de reaccion del FS
(incremento de Fo). Del mismo modo, se comprobdé que la aclimatacion de la
maquinaria fotosintética estuvo relacionada con la aclimatacion de este fotosistema
(Havaux, 1993).

Por el contrario, en el genotipo Nagcarlang las afectaciones notadas en las
reacciones fotoquimicas (reduccién qP) en las plantas que recibieron ambos
tratamientos de calor (35 y 45°C) no se debieron a afectaciones directas en el centro de
reaccion del FS (estabilidad en las variables Fo, Fm y Fv/iFm), sino a afectaciones en
los componentes de la cadena transportadora de electrones alejados del FSy,
presumiblemente por una reduccion en la velocidad maxima de carboxilacion de la

enzima Rubisco.

El desbalance detectado en las reacciones fotoquimicas y la cadena transportadora
de electrones en algunos tratamientos de calor, en los genotipos Amalia y Nagcarlang,
pudo generar la produccion de especies reactivas de oxigeno en los cloroplastos. De

ahi, que resulté interesante conocer si la actividad antioxidante enzimatica presente en
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estas plantas y el estado oxidativo de las mismas estuvieron relacionados con la
termotolerancia. Es bien conocido que bajo condiciones fisiologicas normales, el
transporte de electrones se dirige directamente hacia la reduccion secuencial de
aceptores de electrones que operan, en completa concordancia, entre el FS; y FS,. Sin
embargo, condiciones de altas temperaturas provocan un estado de “hipertermia” en la
cadena transportadora de electrones, lo cual incrementa la transferencia de electrones
al oxigeno (Doke et al., 1994; Foyer, 1997; Dat et al., 1998; Asada, 1999). La operacion
de un sistema altamente especifico y complicado, que incluyen antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, mantienen los niveles adecuados de radicales de

oxigeno en la célula (Keniya et al., 1993).

De forma general, se encontré que las variaciones detectadas en la actividad
especifica SOD no justifican la termotolerancia del aparato fotosintético. Sin embargo,
las modificaciones detectadas en las isoformas de la Fe-SOD parecen relacionarse con
la proteccion de los cloroplastos bajos determinadas condiciones de temperatura, en

ambos genotipos.

Por el contrario, la actividad APX se incrementd en todos los tratamientos de calor,
independientemente de la tolerancia manifestada en las funciones fotosintéticas. Esta
actividad se relaciond con una reduccion significativa en los niveles H,O» en las plantas
tratadas de ambos genotipos. Es de notar, que las plantas tratadas (45°C-3 horas
Amalia, 35 y 45°C Nagcarlang) que presentaron los niveles mas bajos de H,O,
manifestaron las mayores afectaciones en sus funciones fotosintéticas. Esta relacion
permite suponer algun efecto inhibitorio en la respuesta al estrés cuando los niveles de
H,O, son extremadamente reducidos en las células, si se tiene en cuenta que el H,O,
también actua como un mensajero secundario en la sefializacion inducida por algunos
estreses abioticos y bioticos (Noctor y Foyer, 1998, Lopez-Delgado et al., 1998; Neill et
al., 1999; Scott et al., 1999; Noctor et al., 2000). La actividad CAT no experimento

variaciones con el calor en los genotipos estudiados.

Sin embargo, si se pudo constatar una relacién entre la susceptibilidad de las
reacciones fotoquimicas y el estado oxidativo de la planta. En el genotipo Amalia, las
plantas que recibieron la temperatura de 45°C durante 3 horas experimentaron

incrementos en los contenidos de MDA y carbonil proteina cuando sus reacciones
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fotoquimicas habian sido significativamente afectadas. A partir de estos resultados se
pude sugerir, que sumado a las modificaciones fotoquimicas del FS), la baja actividad
SOD favorecié la formacién de especies reactivas de oxigeno, como el radical
superoxido, en la vecindad cercana al FS,, las cuales interactuan directamente con los
lipidos de membranas y proteinas provocando modificaciones oxidativas de las mismas.
En el caso de las proteinas, el incremento detectado en los niveles de MDA en estas
plantas, pudo favorecer la oxidacion de las proteinas por la interaccién del MDA con los

grupos amino libres de proteinas (Romero-Puerta et al., 2002).

Hasta el momento se ha discutido el efecto de diferentes condiciones de
temperatura del aire en la fisiologia del aparato fotosintético de la planta, donde la
planta responde como un todo y se ha demostrado que la tolerancia del aparato
fotosintético detectada en estas condiciones de temperatura es el resultado de varios
mecanismos de respuesta. Sin embargo, la respuesta local de la hoja, sin el concurso
de la planta como un todo, ayuda a comprender qué componentes del aparato
fotosintético constituyen el sitio primario de vulnerabilidad al incremento de la
temperatura y donde se localiza la termotolerancia. De ahi que se considerara la
influencia de dos condiciones de temperatura a la hoja, aplicada por periodo breve, en
el intercambio gaseoso y las reacciones fotoquimicas del FS;;, en los genotipos Amalia y

Nagcarlang.

Los resultados obtenidos corroboran la susceptibilidad del proceso de asimilacion de
COz en el genotipo Amalia cuando el incremento de la temperatura se realiza de forma
rapida (Choque). Se debe sefialar que, cuando la temperatura es superior a 35°C y es
aplicada de forma prolongada (45°C-3horas), tanto las reacciones fotoquimicas como
las oscuras co-limitan el proceso de asimilacion de CO,. Sin embargo, la imposicion
breve de una temperatura moderadamente elevada ejerce un mayor efecto en la
cadena transportadora de electrones, disminuyendo la eficiencia de transporte
electrénico y por tanto el proceso de asimilacion de CO,. Las variables de fluorescencia
de clorofila sefalan que los eventos fotoquimicos primarios (Fv/Fm) no son vulnerables
al incremento de la temperatura foliar de forma breve, sino los elementos de la cadena
transportadora de electrones alejada del FS;, quienes son los responsables de la

reduccién en la eficiencia de transporte de electrones (Jmax) en el sistema y la
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acumulacion de las formas reducidas de los aceptores primarios de electrones (Qa™ y
Qg), los que fueron detectados por una reduccion en los valores de Fm. Igualmente, se
confirma la tolerancia de las funciones fotosintéticas en el genotipo Nagcarlang y se
plantea por primera vez que la tolerancia esta relacionada, al menos, con la tolerancia
del proceso de fotosintesis. Por su parte, queda demostrado que independientemente
de la forma de aplicar el calor, un incremento de la temperatura por encima del 6ptimo

provoca un cierre no total de los estomas, en ambos genotipos.

Teniendo en cuenta los resultados de la experimentacion, y luego de detectar los
sitios involucrados en la tolerancia y aclimatacién, se propone en este trabajo un
modelo biolégico que permite identificar a que nivel del aparato fotosintético se

establece la tolerancia al calor en los genotipos de tomate estudiados (Figura 24).
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Figura 24. Modelo biologico de termotolerancia del aparato fotosintético en el cultivo del tomate. Se describen
los distintos componentes del aparato fotosintético (componente estomdtico y mesofilico) y el
sistema de defensa antioxidante presente en los cloroplastos (SOD y APX). Los componentes
involucrados en la termotolerancia son marcados en rojo.

103



De forma general, se encontré6 que la estabilidad térmica de las reacciones
fotoquimicas, principalmente los eventos involucrados en la captacion de luz donde el
contenido de pigmentos juegan un papel importante, y la tasa de carboxilacion de la
enzima Rubisco, dependiente del estado de activacion y la regeneracion del sustrato,
constituyen elementos claves en la tolerancia al calor, en los genotipos Amalia y
Nagcarlang. Ambos componentes fueron diferencialmente modificados por las
condiciones de estrés impuestas y la forma de aplicar el estrés, sin embargo su
estabilidad térmica y aclimatacion definieron la termotolerancia del aparato fotosibtético.
Unido al funcionamiento del aparato fotosintético la actividad de la isoenzima Fe-SOD
demostré estar involucrada en la proteccion de los cloroplastos en condiciones de

temperatura supradptima, donde la actividad de la isoenzima Cu/Zn-SOD es inhibida.

De forma general, los resultados permiten concluir que el genotipo Amalia presenta
mecanismos de respuesta a las altas temperaturas asociados al aparato fotosintético,
que lo ubican como un genotipo medianamente termotolerante, con gran capacidad de
aclimatacion. Mientras que Nagcarlang presenta una termotolerancia bien establecida
para un amplio rango de temperatura, sin embargo esta tolerancia puede ser disminuida

por algunas condiciones de calor impuestas en la oscuridad de forma prolongada.
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6- CONCLUSIONES

1.

La funcionalidad del aparato fotosintético, bajo condiciones de estrés de calor,
dependié de la forma de aplicacion de éste y los genotipos en cuestion.

Las afectaciones en la asimilacion de CO; bajo condiciones de estrés de calor no
se relacionaron con el componente estomatico sino con modificaciones en el
componente mesofilico.

La termotolerancia del aparato fotosintético esta relacionada con una estabilidad
en el Fotosistema Il y en la actividad de carboxilacién de la enzima Ribulosa 1,5
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa.

El proceso de aclimataciéon por temperaturas moderadamente elevadas en la

oscuridad depende de la capacidad de aclimatacion del Fotosistema Il.

No hubo una relacion entre los diferentes sistemas antioxidantes enzimaticos y la
termotolerancia del aparato fotosintético, aunque las modificaciones detectadas
en las isoformas de la Fe-SOD indican la proteccién de los cloroplastos ante el

estrés de calor.

La fluorescencia de clorofila constituye un indicador practico sensible de la
influencia de los tratamientos de calor en la funcionalidad del aparato

fotosintético.

. Se propone un modelo biolégico que permite identificar a que nivel del aparato

fotosintético se establece la tolerancia al calor en los genotipos de tomate

estudiados.
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7- RECOMENDACIONES

>

Estudiar los aspectos relacionados con la estabilidad térmica de la enzima
Rubisco, asi como su activacion en las condiciones de temperaturas ensayadas.
Estudiar la funcionalidad del complejo que evoluciona oxigeno en los distintos
tratamientos y su relacion con la tolerancia o la susceptibilidad del proceso de
asimilacién de COa.

Evaluar el efecto de la condicion de temperatura moderadamente elevada, en
presencia de luz, en la aclimatacién de las funciones fotiosintéticas, en los
genotipos estudiados.

Utilizar la técnica de fluorescencia de clorofila a en los programas de
mejoramiento genético, como un método facil, rapido y no destructivo que brinda
informacién relacionada con la termotolerancia del aparato fotosintético.

Utilizar la informacidn fisiologica y bioquimica relacionada con la termotolerancia
en los programas de mejoramiento genético en el cultivo del tomate, para la
obtencion de nuevas variedades tolerante al calor.

Utilizar los resultados de este trabajo en los programas de estudio de pre y

postgrado en estudiantes de agronomia y biologia.
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