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RESUMEN

Las plantas superiores, requieren de mecanismos que permitan proteger a los centros fotosintéticos de dafio oxidativo,
particularmente en condiciones ambientales que determinen una absorcién luminosa en exceso de su capacidad de
utilizacién fotoquimica, como son las altas intensidades de luz, propiamente tal, restriccién de agua y aumentos de
temperatura. En el mediano y largo plazo los centros PSII tendrian la capacidad de modificar su localizacién y
estructura, formando los centros PSII del tipo B y los estados de transicion, cuya variacién no depende, exclusivamente,
de la intensidad luminosa. En el presente estudio se determind el efecto de distintos estreses ambientales sobre la
heterogeneidad del PSII, en cuatro cultivares de poroto: Arroz Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titdn (BT) y
Hallado Dorado (HD). En plantas desarrolladas en cdmaras de crecimiento, la proporcién de centros PSII; aumentd
hasta en un 100 % en la medida que se incrementd la temperatura. Dicho efecto fue magnificado por el estrés hidrico,
en estas plantas. En condiciones de campo, el estrés luminico impuesto por la fijacién de foliolos a la posicién
horizontal, aument6 aun mds el efecto del estrés hidrico sobre la proporcién de tales centros, desde un 27 %, en plantas
regadas y hoja en posicién normal, hasta un 63 % en plantas estresadas y hojas forzadas a la horizontalidad. En cuanto
alos estados de transicion, se observé, en plantas desarrolladas a 20 °C en cdmaras de crecimiento, un aumento de estos
al someter sus hojas a 15 °C. As{ mismo, temperaturas de 25 a 35 °C indujeron aumentos en los estados de transicién.
El estrés hidrico, en los cultivares AT y OI, aminord la magnitud del efecto de la temperatura, al contrario de lo
observado en BT. En el cultivar HD, no se distingue un efecto claro del estrés hidrico, sobre la formacién de los estados
de transicién inducidos por cambios en la temperatura. Adn cuando existen diferencias en la magnitud de los cambios
observados en las diferentes variedades de poroto, en todos ellos se aprecia la tendencia a modificar la estructura de los
centros PSII, de manera de favorecer una menor sobreexcitacion de los centros de reaccién de dichos complejos, en las
sitnaciones de estrés estudiadas.

Palabras clave: PSII,, estados de transicién, Phaseolus vulgaris, fluorescencia de la clorofila, fotosintesis, estrés
hidrico, temperatura.

ABSTRACT

Higher plants have developed multiple mechanisms of photoprotection in order to efficiently use the absorbed energy,
as well as protecting the photosynthetic apparatus against oxidative damage. Particularly, under environmental
conditions, restrictive for the photochemical use of the absorbed energy, such as high light, water stress and high
temperatures. PSII complexes are able to change their location and structure as in PSII, and state transitions, but not
exclusively upon light intensity. In the present study, the effect of different environmental stresses on PSIT heterogeneity
in four bean cultivar (Phaseolus vulgaris L..). Arroz Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titan (BT) and Hallado
Dorado (HD), has been assessed. In chamber grown plants, the proportion of the PSII, centers increases up to a 100 %
as the temperature rises. A stronger response was observed, upon water stress. Under field conditions, light stress
induced by fixing leaves to horizontal position, further increased the water stress dependent effect on PSII, centers, from
27 % in free leaves from watered plants up to a 63 % in horizontal leaves from water stressed plants. As for state
transitions, an increase was observed in 20 °C grown plants when exposed to 15 °C. Also, temperatures from 25 to 35
°C induced increases in state transitions. Such increases were lowered by water stress, in cultivars AT and OI,
maintained in HD and further increased in BT. Even though differences were observed in the extent of the changes on
PSII, and state transitions among varieties, a clear trend to modify the PSII structure in order to decrease its excitation
pressure under the stress conditions studied were observed.

Key words: PSII, state transitions, Phaseolus vulgaris, chlorophyll fluorescence, photosynthesis, water stress,
temperature.
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INTRODUCCION

La mayoria de las condiciones ambientales
estresantes limitan la habilidad de las plantas
para utilizar la energia luminosa absorbida, pro-
duciéndose sobreexcitacién de los fotosistemas,
incluso, a intensidades moderadas de luz
(Demming-Adams & Adams 1992). Consecuen-
temente el dafio fotooxidativo, especialmente al
fotosistema II (PSII), una de las estructuras mas
sensibles a estrés abidtico (Havaux 1992), pare-
ciera ser una consecuencia de la actividad
fotosintética y, ademads, el mayor factor causante
de reducciones sostenidas en la eficiencia de este
proceso (Aro et al. 1993). Sin embargo, los orga-
nismos fotosintéticos han desarrollado numero-
sos mecanismos de proteccién tendientes a evitar
o disminuir los efectos de la absorcién excesiva
de luz, ya sea disminuyendo la intercepcién de luz
por medio del movimiento de hojas y cloroplastos
(Moshelion & Moran 2000), disipando como ca-
lor la energia absorbida en exceso (Horton &
Black 1981, Demmig-Adams & Adams 1992) y/o
destoxificando las especies reactivas que origi-
nan dafio, tales como clorofilas en estado de
triplete excitado, oxigeno singlete excitado,
superdxido, etc. (Cogdell & Frank 1987). Entre
todos estos, se cree que la disipacién como calor
del exceso de energia absorbida es la mds rele-
vante en prevencién de dafio fotooxidativo del
aparato fotosintético (Demmig-Adams & Adams
1992). La naturaleza de los mecanismos capaces
de inducir la des-excitacién no fotoquimica de la
energia absorbida, no obstante, es diversa y se
puede facilitar por la acidificacién del lumen de
los tilacoides y mediante la des-epoxidacién de
carotenoides xant6filos (Bilger & Bjorkman 1990,
Demming-Adams et al. 1990, Gilmore &
Yamamoto 1993, Nigoyi et al. 1997). Ademds, a
partir de cambios conformacionales en el aparato
fotosintético, componentes de los complejos PSII
se asocian con los PSI, traspasando energia a
estos tltimos, los que son capaces de des-excitar
pigmentos espontdneamente (Horton & Black
1981, Anderson & Andersson 1988, Anderson
1989, Timmerhaus & Weis 1990). Esto denota la
existencia de PSII funcionales con distintas con-
formaciones moleculares, es decir heterogéneos
(Melis & Ow 1982, Lavergne & Briantais 1996,
Andrée et al. 1998).

Laheterogeneidad de los PSI estd modulada por
la intensidad luminica, por la capacidad del siste-
ma de utilizarla fotoquimicamente y por la tempe-
ratura. Una alteracién observada por aumentos de
temperatura, es la separacién de los centros de
reaccién (CR) de los PSII de sus complejos de
antena periférica (LHCII), migrando los primeros
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alasregiones expuestas al estroma de los tilacoides
y ubicdndose en las cercanfas de los fotosistemas I
(PSI) (Melis & Homann 1976, Timmerhaus & Weis
1990). El PSII, que se encuentra en su estado y
ubicacién normal se denomina PSII , mientras que
al separado de su antena y ubicado en las regiones
del tilacoide expuestas al estroma, PSII (Thielen
& Van Gorkom 1981, Melis 1989). Los centros 8
fueron identificados mediante el andlisis de la
cinética rdpida de emisién de fluorescencia, en
condiciones de bloqueo del transporte de electro-
nes en el PSII, por infiltracién con DCMU (Melis
& Homann 1976, Melis 1991). Disminuciones en
la proporcién PSII /PSII,, ocurren al aumentar la
temperatura y se cree corresponden a un mecanis-
mo de proteccién del PSII contrala fotoinhibicién
y/o contra desbalances enlarelacién ATP/NADPH
(Melis & Anderson 1983, Melis 1991, Pastenes &
Horton 1996). Otro mecanismo desarrollado por
las plantas para optimizar la utilizacién de la ener-
gia capturada y regular asi la produccién de ATPy
NADPH es el llamado estado de transicion. Este es
considerado una respuesta a mediano plazo del
aparato fotosintético frente a cambios en la pro-
porcién de excitacién recibida por el PSII y PSI
(Horton & Black 1981). Si el PSII absorbe més
energia que el PSI se crea un desbalance en el flujo
de electrones en la membrana tilacoidal, resultan-
do en una reduccién de los intermediarios del
transporte de electrones. Se cree que la reduccién
del pool de plastoquinonas y del citocromo b6/f
activa una quinasa unida a la membrana tilacoidal
que fosforila las prote{nas del LHCII (Allen 1995).
Esto causa la disociacién de la antena (LHCII) del
centro de reaccién del PSII. La influencia de car-
gas negativas introducidas por la fosforilacién
permiten que las membranas apiladas se
desempaquen parcialmente permitiendo la difu-
sién del LHCII fosforilado desde la zona entre
granas ala zona expuesta al estroma, cerca del PSI.
Con esto se reduce el tamafio de la antena funcio-
nal del PSII con lo que aumenta la distribuci6n de
excitacién entre los fotosistemas, disminuyendo
asi la probabilidad de fotoinhibicién (Demmig-
Adams & Winter 1988, Melis 1996). Cuando la
tasa de absorcion de luz del PSI excede la del PSII,
la plastoquinona y el citocromo b6/f se oxidan,
induciéndose la defosforilacién del LHCII por la
activacion de la fosfatasa unida a las membranas
tilacoidales (Melis 1996). Este fenémeno es medi-
do como un apagamiento no fotoquimico de la
fluorescencia y ocurre en condiciones de alta in-
tensidad luminosa.

La importancia de estos mecanismos, y su de-
pendencia de los cambios de temperatura se ha
atribuido a que con frecuencia en condiciones de
campo, altas temperaturas ocurren simultdnea-
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mente con elevadas intensidades luminosas y, por
lo mismo, prevendrfan problemas de
fotoinhibicién (Melis 1991). Los climas caracte-
rizados por altas temperaturas y alta radiacién
solar normalmente se acompafian, ademads, por
restricciones de agua, ya sea porque el régimen
pluviométrico presenta veranos secos, o bien por-
que incluso contando con agua de riego, la
evapotranspiracién supera la capacidad de man-
tener potenciales hidricos altos y constantes a lo
largo del dia. Es sabido que el déficit hidrico,
también afecta al proceso fotosintético, por au-
mentar considerablemente la resistencia
estomdtica (Cornic 1994). Incluso, en condicio-
nes muy severas, puede causar disfunciones en el
centro de reaccién de los fotosistemas (Matthews
& Boyer 1984) y en las reacciones sucesivas del
transporte fotosintético de electrones (Bjorkman
& Powles 1984), alterar la fotofosforilaciéon
(Younis et al. 1979, Wise et al. 1990) y el funcio-
namiento de diversas enzimas que participan en
la fijacion de carbono (Vu & Yelenosky 1988).

De acuerdo a observaciones anteriores (Sundby
etal. 1986, Pastenes & Horton 1996) que demues-
tran una correlacion entre aumentos de tempera-
tura y formacién de centros del tipo B, y su inter-
pretacién como un mecanismo de fotoproteccién,
es posible suponer que dichos ajustes también se
relacionen con otros factores ambientales
estresantes, tales como el déficit hidrico y altas
intensidades luminicas. En el presente estudio se
propuso analizar el efecto combinado de la tem-
peratura y disponibilidad hidrica sobre la propor-
cién de los PSII, y estados de transicién en cuatro
cultivares de poroto desarrollados en una cdmara
de crecimiento. Ademds, en condiciones de cam-
po, se estudi6 la variacién de la proporcién de
PSII, en dos variedades de poroto sometidas a
riego normal y restrictivo, con hoja forzada a la
horizontalidad y en posicién normal. Las plantas
de poroto, en efecto, tienden a modificar el 4ngu-
lo de sus hojas de manera de evitar la exposicién
directa del sol. As{, la mantencidn de las hojas en
una posicién forzada a la horizontalidad, signifi-
ca que estas, en vez de recibir intensidades de luz
de 300 a 400 umol m2s"!, PAR, se exponen a
niveles de 2.200 pmol m~? s durante medio diaen
verano, en Santiago. Esto es, mds del doble de la
intensidad de saturacidn.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas cultivadas en cdmara de crecimiento. Las
semillas de poroto de los cultivares Arroz Tuscola
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(AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titdn (BT) y Halla-
dos Dorados (HD) obtenidos de la coleccién de
germoplasma del Laboratorio de Leguminosas de
grano del Departamento de Produccién Agricola
de la Universidad de Chile, fueron sembradas en
macetas pldsticas de 3,5 L. El sustrato utilizado
consistié en una mezcla de arena, tierra de hojas
y suelo (1:1:1). Las plantas crecieron en una
camara de ambiente controlado, con temperaturas
de 22/18 °C (dia/noche), un fotoperiodode 12 hy
una intensidad luminica moderada de 500 pumol
PAR m? s, utilizando ldmparas de sodio (400
W). Las macetas fueron regadas periddicamente
con solucién nutritiva Hoagland ndmero 2 hasta
que alcanzaron el estado de primera hoja trifoliada,
luego de lo cual se procedi6 a la diferenciacién
del tratamiento hidrico. Las plantas sometidas a
estrés fueronregadas con 50 mL de agua destilada
dos veces por semana, hasta que alcanzaron un
potencial hidrico foliar cercano a -1,2 MPa, de-
terminado a medio dia, con una cdmara de presién
Schollander (Schollander et al. 1965). Las plan-
tas sin déficit hidrico, en cambio, se continuaron
regando, con la misma frecuencia de riego, con
300 mL de agua destilada hasta el momento de las
mediciones. Se consideré un potencial hidrico
para estas plantas mayor a —0,5 MPa, determina-
do de igual manera que en las plantas con déficit
hidrico.

Plantas en condiciones de campo. Se realizé un
ensayo en condiciones de campo con los cultivares
Orfeo INIA y Arroz Tuscola, con un disefio de
bloques al azar con parcela dividida. Cada bloque
constd de dos parcelas, una con riego normal y la
otra con riego restringido, las que a su vez se
dividieron en dos subparcelas de acuerdo al cul-
tivar. La superficie total del ensayo fue de 518 m?,
en el que las parcelas tuvieron un largo de 19 m,
con sub-parcelas de 9 m separadas por un pasillo
de 1 m. El ancho de las parcelas vari6é dependien-
do de la distancia entre hileras de cada cultivar,
resultando en un ancho de 3 m para AT yde 3,6 m
para OI, con seis hileras cada parcela.

El riego de las parcelas se llevé a cabo restitu-
yendo el 100 % de la evapotranspiracién (ET)
diaria del cultivo calculada de acuerdo a los datos
de evaporacidn de bandeja medidos, diariamente,
en la Estacion Agroclimatolégica de la Estacidn
Experimental La Platina del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIA). El riego
se realiz6 por medio de cintas (Chapin—Turbulent,
U.S.A.)de 4,83 L m' h-'de capacidad de suminis-
tro de agua, impulsada por una bomba de 5,5 HP
desde un tranque de acumulacién. Cuando las
plantas alcanzaron el estado de segunda hoja
trifoliada, se procedié a realizar la diferenciaci6én
hidrica: las parcelas de riego normal continuaron
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regdndose con €l 100 % de la ET hasta madurez
fisiolégica mientras que las de riego restringido
con s6lo el 40 % de la ET.

Mediciones

Medicién de la cinética rdpida de emisién de
fluorescencia: La primera hoja trifoliada de plan-
tas cultivadas en maceta fue colocada, sin des-
prender, sobre la superficie himeda de una cdma-
ra de agua, en oscuridad por 30 min. La tempera-
tura de la superficie de la cdmara se ajusté a 15,
20, 25, 30 y 35 °C por medio de un baifio
termorrefrigerado de circulacién de agua (Poli-
Science, U.S.A.). Posteriormente, se tomaron dis-
cos de hoja de 1cm de didmetro de estos foliolos,
a los que se les realiz6 una suave abrasion en la
superficie abaxial con carborundum. Inmediata-
mente después, los discos fueron sumergidos en
una solucién de 50 uM de 3-(3,4-Dichlorophenyl)-
1,1-Dimethylurea (DCMU) por 10 min de acuer-
do al método descrito por Hipkins & Baker (1986)
y Pastenes & Horton (1996). Luego se procedi6 a
realizar la medicién de la cinética rdpida de emi-
sién de fluorescencia en los discos de hoja, utili-
zando un fluorimetro portdtil no modulado
Hansatech (PEA, Inglaterra). El procedimiento se
realiz6 en completa oscuridad.

El DCMU, ingrediente activo de herbicidas
como el Diurén, se une irreversiblemente al sitio
de unién de la quinona B (QB) en la proteina D1
del centro de reaccién del PSII, inhibiendo el
transporte de electrones mads alld de la quinona A
(QA) (Melis 1985). Entonces, el area sobre la
curva de induccién de fluorescencia, entre F_ 'y
F_, es directamente proporcional ala fraccion de
(QA) reducidas (Fig. 1B) y, por lo tanto, a la
proporcién de PSII abiertos existentes, es decir
capaces de realizar separacidn de cargas (Melis
1989, Horton & Bowyer 1990).

En el caso de las plantas cultivadas en campo, la
cinética de fluorescencia se realizé a temperatura
ambiente en hojas colectadas a las 10:00 h y
mantenidas en oscuridad durante una hora, de
manera de contar con valores de F/F_ médximos.
Adema4s, las mediciones fueron realizadas sobre
hojas en posicién normal y en hojas que fueron
forzadas a permanecer en posicién horizontal por
72 h, considerando la capacidad de esta especie
de mover sus hojas evadiendo laradiacién directa
del sol.

La funcién que describe la curva de induccién
de emisién de fluorescencia en muestras infiltra-
das con DCMU entre F_ y F_se transformé con la
siguiente férmula:
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Fig. 1. Induccidén de fluorescencia en hojas de
poroto de la variedad Orfeo INIA. (A) Cinética
normal de fluorescencia del PSII. El drea achurada
de la curva entre F |y F_representa la energia
utilizada por el PSII en la fotoquimica (B)
Logaritmo del drea sobre la curva de induccién de
fluorescencia con DCMU. La prolongacién de la
fase lenta hacia el eje Y entrega la concentracién
relativa de centros B. Am corresponde al 4rea total
sobre la curva de induccidn; At corresponde al
drea variable dependiente del tiempo.

Fluorescence induction curves in bean leaves, cv. Orfeo
INIA. (A) Normal PSII fluorescence kinetics. Dashed area,
from F, to F_, represents the absorbed energy used in
photochemistry. (B) Logarithm of the area over the
fluorescence induction curve, in DCMU treated leaves. The
slow phase of the curve, projected to the Y axis, indicates
the relative proportion of PSII, centers. Am corresponds to
the total area over the induction curve; At corresponds to
the time dependent area.
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Ln [(A_ - A)/A_]

donde A _representa el drea total sobre la curva
entre F_yF .y A eldreavariable dependiente del
tiempo. A partir de la curva resultante se determi-
né la proporcién de centros PSII, prolongando la
linea de la pendiente de la fase lenta hacia el eje
yen el tiempo cero (Fig. 1B). El antilogaritmo del
valor interceptado representa el porcentaje de
este componente (Melis & Homann 1976, Melis
1985).

Fluorescencia a baja temperatura. Se utilizé el
rendimiento de fluorescencia en muestras de ho-
jas a 77 °K para determinar los estados de transi-
cién. Los discos de hojas, previamente manteni-
dos en oscuridad a temperaturas de 15, 20, 25, 30,
y 35 °C, fueron iluminados con luz actinica de
1200 uMol m?s! de intensidad, durante 35 min,
manteniendo la temperatura previa. Posteriormen-
te se oscurecieron por 5 min y se sumergieron en
nitrégeno liquido. La medicién de la fluorescen-
cia a 77 °K fue realizada de acuerdo al protocolo
descrito por Ruban et al. (1991).

Determinacién de contenido de clorofila y
carotenoides totales: La determinacién del conte-
nido de clorofilas a y b, y de carotenoides, se
realiz6 a partir de la primera hoja trifoliada ex-
pandida de las plantas desarrolladas en la cdmara
de crecimiento, de acuerdo a la metodologia de
Lichtenthaler & Wellburn (1983), con cuatro re-
peticiones. Se maceraron dos discos de hoja de
0,785 cm?en un mortero a -20 °C, con 400 uL de
etanol 80 %. El macerado fue centrifugado por 2
min a 1.200 g. El contenido de pigmentos se
determiné por medio de un espectrofotémetro,
leyendo la absorbancia a 649, 665 y 470 nm
(Shimadzu, UV-1601). El cdlculo del contenido
de pigmentos se realiz6 de acuerdo a Lichtenthaler
& Wellburn (1983) como se detalla en las si-
guientes ecuaciones:

Clorofila-a (ug cm) 1396 A - 6,88 A
Clorofila-b (ug cm) 2496 A, — 732 A
Carotenoides (ug cm?) = (1000 A _ -2,05
Clorofila-a —114,8 Clorofila-b) / 245

5

Andlisis estadistico

El diseiio aleatorizado para los cultivares de po-
roto desarrollados en cdmaras de crecimiento co-
rrespondié a un modelo factorial 4 x 5 x 2 (culti-
var, temperatura y condicién hidrica), con cuatro
repeticiones. Se realizé un andlisis de varianza,
luego de una prueba de normalidad previa y cuan-
do se encontraron diferencias significativas se
utiliz6 el test de comparacién miltiple de Duncan.

783

Para las plantas de campo, en cambio, se utilizé
un modelo de tres factores correspondientes a
cultivar, condicién hidrica y posicién de la hoja,
en parcela dividida en bloques completos al azar,
con tres repeticiones por sub-parcela. Las unida-
des completas (parcelas) correspondieron a los
niveles hidricos y las subunidades (sub-parcelas)
a los distintos cultivares. Se realiz6 un andlisis de
varianza de tres vias.

RESULTADOS
Fotosistemas Ilﬂ

La curva de induccién de fluorescencia en pre-
sencia de DCMU es de tipo bifdsica, con una fase
inicial sigmoidea rapida seguida de otra fase
exponencial lenta (Fig. 1A), lo que muestra la
existencia de dos poblaciones de centros PSII con
diferente tasa de utilizacion de luz debido a su
tamafio de antena (Melis & Homann 1976, Melis
& Anderson 1983, Melis 1991).

En la totalidad de las plantas desarrolladas bajo
condiciones controladas se encontraron diferen-
cias significativas en el contenido de PSII, entre
las diferentes temperaturas y condiciones hidricas
(Fig. 2). Se puede observar claramente que la
proporcién de centros PSII, aumenta con la tem-
peratura, en forma similar alo descrito por Sundby
et al. (1986) en cloroplastos de espinaca y por
Pastenes & Horton (1996) en dos variedades de
poroto, pero en este caso, el efecto es magnificado
por la restriccién de riego para todas las tempera-
turas entre 15 y 30 °C, e incluso a 35 °C en el
cultivar AT.

Al analizar el contenido de centros 3 por tempe-
ratura, se observé que no hubo diferencias signi-
ficativas entre las variedades, para una misma
condicién hidrica, en los 15, 20,25y 30°C. A los
35 °C el porcentaje de centros B alcanz6 su méxi-
mo en todas las variedades en ambas condiciones
de riego. En la variedad AT, la proporcién de
centros B de las plantas sometidas a riego normal,
fue significativamente menor al resto de las va-
riedades, ya sea regadas normalmente o someti-
das a restriccién de agua.

La determinacion de los centros B en las plantas
desarrolladas en el campo se llevé a cabo con una
temperatura ambiental de 28 = 2 °C. En esta
condicidn, al igual que lo observado en las plan-
tas cultivadas en cdmaras, también se apreci6 una
mayor proporcién de centros PSII en las plantas
con déficit hidrico en comparacién con aquellas
conriego normal (Fig. 3). El nimero de centros 8
aument6 cuando las hojas fueron forzadas a per-
manecer horizontales, es decir, obligadas a reci-
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Fig. 2: Proporci6n de centros PSII; en hojas provenientes de plantas con riego normal y estrés hidrico de
diferetes variedades de poroto, Arroz Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titan (BT) y Hallado
Dorado (HD), cultivadas en cdmara de crecimiento, y sometidas a distintas temperaturas. Letras mints-
culas distintas, indican diferencias significativas entre tratamiento de riego, letras maytsculas indican
diferencias significativas entre temperaturas; las barras representan el error estdndar, con P < 0,05.

PSII, centers in leaves from well watered and water stressed bean plants, cvs. Arroz Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos
Titan (BT) and Hallados Dorado (HD), from growth chamber, upon different temperatures. Small letters indicate
differences between water regimes; capital letters indicate differences between temperatures. Bars represent standard error,

P <0.05.

bir toda la luz incidente, tanto en la variedad OI
como en AT, sin observarse diferencias significa-
tivas entre ellas. LLa interaccién entre los diferen-
tes factores no resulté significativa.

Estados de transicion

La menor relacion PSI/PSII ocurre a los 20 °C en
todas las variedades ya sea con riego normal o
restriccion hidrica, aumentando al disminuir o
aumentar la temperatura (Fig. 4). Las plantas de

Oly AT bajo riego normal mostraron un aumento
fuerte y constante en esta relacién entre los 20 y
35 °C, mientras que las de estrés mostraron una
sensibilidad menor a los aumentos de temperatu-
ra (Fig. 4). En el caso del cultivar BT el efecto de
la condicién hidrica fue distinto, pues se observd
un aumento en la proporcién de estados de transi-
cién por efecto de la temperatura, pero en las
plantas con estrés hidrico la pendiente de la curva
fue mayor, sobre todo a los 35 °C. La variedad HD
no mostré diferencias por efecto del riego.
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Fig. 3: Proporcién de centros PSII, en hoja
proveniente de plantas de poroto de las varieda-
des Arroz Tuscola (AT) y Orfeo INIA (OI),
cultivadas en campo, en condiciones de riego
normal y hoja con posicién normal (RN); riego
normal y hoja forzada (RF); estrés hidrico y hoja
con posicién normal (SN) y estrés hidrico y hoja
forzada (SF). La temperatura foliar promedio para
cada tratamiento se indica en °C en cada barra. La
misma letra mindscula indica no existencia de
diferencias significativas entre cultivar; letras
maytsculas distintas indican diferencias significa-
tivas entre tratamiento de riego y posicion de la
hoja; las barras representan el error estandar, con
P £0,05.

PSII, centers in leaves from field grown bean plants cvs.
Arroz Tuscola (AT) and Orfeo INIA (OI). Samples were
taken from leaves in its actual position from watered (RN)
and water stressed (SN) plants, and leaves maintained
horizontally from watered (RF) and water stressed (SF)
plants. Average leaf temperature for each treatment is
shown inside bars in °C. Same small letters indicate no
differences between cultivars for the same leaf position
and water regime. Capital letters indicate differences
between treatments of water regime and leaf position for
each cultivar. Bars represent standard error, P < 0.05.

Contenido de pigmentos

Se detectaron diferencias significativas en el con-
tenido de clorofila total, clorofila-a, clorofila-b y
carotenoides, por efecto del factor variedad (Fig.
5). La condicién hidrica no resulté en diferencias
significativas en esta medicion, salvo en el conte-
nido de clorofila a y carotenoides del cultivar BT.
En este ultimo se encontraron los valores prome-
dio extremos, el minimo en las plantas de riego,
con un contenido de clorofila a de 25,3 mg cm?y
de carotenoides de 4,2 mg cm? y el maximo en las
plantas de estrés hidrico en que la clorofila-a
alcanz6 39,9 mg cm™? y los carotenoides a 9,2 mg
cm?, Larelacién clorofila-a/-b, al igual que en las
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mediciones anteriores present6 diferencias signi-
ficativas entre las variedades, pero fue indepen-
diente del tratamiento hidrico.

DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos, se aprecia
que los aumentos en la proporcién de centros
PSII; reflejan las condiciones de estrés de la
planta, tanto térmico como hidrico o luminoso.
No resulta del todo claro, sin embargo, si la
conversién de los centros PSII de o a Bresultan de
una adaptacién al estrés, que previene la
fotoinhibicién, son un cambio sin consecuencias,
o son el resultado de un dafio en este centro. Esta
es una discusién que atin est4 vigente, puesto que
todavia no existe evidencia suficiente para con-
cluir si se trata de proteccién o dafio. Mds atdn, no
existe un método directo que permita observar el
cambio de estado del PSII.

Algunos autores (Melis 1985, Neale & Melis
1990, Melis 1991) consideran que el PSII, parti-
cipa en el ciclo de reparacién de los PSII
fotoinhibidos. En condiciones de exceso de luz,
algunos PSII pierden su antena periférica y se
movilizan a la regidn expuesta al estroma en la
membrana tilacoidal (PSIL), para ser reparados,
reemplazando la proteina D1 del centro de reac-
cion. Durante este proceso la QB de estos centros
perderia la habilidad de reducirse y, por lo tanto,
de reducir al pool de plastoquinonas; estos cen-
tros son conocidos como centros PSII,-QB-no
reductor o centros inactivos. Una vez reparados,
estos centros serfan activados por efecto de la luz,
uniéndose a su antena periférica y volviendo pos-
teriormente a la regién apresada de la membrana
del tilacoide (Melis 1991).

La existencia de un rdpido recambio de la pro-
teina D1 en la zona del tilacoide expuesta al
estroma, coincide con la presencia de estos cen-
tros B en laregién del margen del grana (Anderson
1989, Andrée et al. 1998). Esta ¢s una zona inter-
media entre la regién donde se localiza el PSII
y lano apresada, expuesta al estroma, en donde se
supone la presencia del PSII; junto al PSI
(Anderson 1989). Esta ubicacién intermedia po-
dria significar una etapa de transicién entre el
PSII_y el PSII,.

Un anélisis tedrico en base a la comparacion de
la tasa de incremento de la curva de induccién de
fluorescenciaentre Fy Fpl (Fig. 1A) conlacinética
de fluorescencia de la fase a, asume que los cen-
tros de reaccién QB-no reductor son un compo-
nente menor de los PSII que comparten una
antena comin con los centros activos (Lavergne
& Briantais 1996). Lavergne & Leci (1993) ob-
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Fig. 4: Relacion entre la fluorescencia a 77 °K emitida por los centros PSI/PSII a distintas temperaturas,
en hoja proveniente de plantas con riego normal y estrés hidrico de las variedades de poroto Arroz
Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titdn (BT) y Hallado Dorado (HD), cultivadas en cdmara de
crecimiento. Los resultados se expresan en porcentaje respecto de la relacién observada a 20 °C (tempe-
ratura de crecimiento). Letras mintdsculas distintas, indican diferencia significativa entre tratamiento de
riego; letras mayusculas distintas indican diferencias significativas entre temperaturas; las barras

representan el error estandar, con P < 0,05.

PSI/PSII fluorescence ratio at 77 °K upon different temperatures on leaves from watered and water stressed plants, cvs.
Arroz Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titan (BT) and Hallados Dorado (HD), from growth chamber. Results are
expressed as percent of 20 °C (growth temperature). Small letters indicate differences between water regimes, capital
letters indicate differences between temperatures. Bars represent standard error, P < 0.05.

servaron, con mediciones de cambios de
absorbancia, que estos centros inactivos y los
PSII_tienen una eficiencia fotoquimica similar y
una antena en comun. Graan & Ort’s (1986) dedu-
jeron, a partir de experimentos de reactivacién de
centros inactivos, que los CR-QB-no reductor son
distintos de los PSII que se encuentran en la zona
expuesta al estroma (PSII). Por lo tanto, bajo
condiciones fisiolégicas, no existe evidencia que
relacione la heterogeneidad del PSII con el re-
cambio del complejo PSII.

Otro aspecto importante que no considera la
teoria del recambio del PSII es el efecto de la
temperatura, independiente de la intensidad lu-
minosa, sobre la proporcién de centros PSII.
Especificamente cuando aumenta la temperatura
dentro del rango de crecimiento de las plantas
(15-35 °C), en condiciones de baja intensidad
luminosa, no fotoinhibitorias, la proporcién de
centros b aumenta. No obstante no sélo no existe
dafio por exceso de luz, sino que ademds es poco
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Fig. 5: Efecto de la condici6n hidrica sobre el contenido de pigmentos (clorofila-a, clorofila-b y
carotenoides), en cuatro variedades de poroto, Arroz Tuscola (AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titdn (BT) y
Hallado Dorado (HD), desarrolladas en cdmara de crecimiento. Las letras mintsculas distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos de riego, las barras representan el error estdndar, con P <

0,05.

Pigment content (chlorophyll-a, chlorophyll-b and carotenoids) in watered and water stressed beans cvs. Arroz Tuscola
(AT), Orfeo INIA (OI), Bayos Titdn (BT) and Hallados Dorado (HD) from growth chamber plants. Small letters indicate
differences between water regimes. Bars represent standard error, P < 0.05.

probable que temperaturas de 20 a 25 °C induzcan
dafio a nivel de fotosistemas.

Una interpretacién alternativa es que los cen-
tros B son un mecanismo ya no de reparacion, sino
de defensa de la planta para evitar la foto-
inhibicién. Los PSII, activos al encontrarse sepa-
rados de su antena periférica disminuyen la cap-
tura de luz de excitacién permitiendo una relaja-
cidén al sistema transportador de electrones que se
encuentra eventualmente sobre reducido por ex-
cesos de luz (Sundby et al. 1986, Anderson &
Andersson 1988, Pastenes & Horton 1996). Es
sabido que el PSII es sensible a la fotoinhibicidn,
pero en el caso de los complejos PSII,, existe
evidencia que se afecta menos frente a la misma
circunstancia (Neale & Melis 1990, Andrée et al.
1998). Esto ultimo por el hecho que se encuentran
en las cercanfas del PSI, lo que podria significar

un traspaso de energia a este otro fotosistema, el
cual tiene la capacidad de disipar el exceso de
energia mas fdcilmente en forma de calor
(Lavergne & Briantais 1996). Ruban (1991) en-
contrd en cloroplastos a 40 °C una transferencia
de energia a los PST desde la antena interna del
PSII. Pastenes & Horton (1996) observaron un
aumento de los centros B a altas temperatura en
poroto, asociado a un aumento en la tasa de trans-
porte de electrones a través de los centros de
reaccién de los PSI, en comparacién a los PSII.
Una observacién interesante es el hecho que
aumentos de temperatura a 35 °C tienden a elimi-
nar las diferencias en la concentracién de PSII,
producidas por el estrés hidrico en las plantas
cultivadas en cdmara, excepto en la variedad AT
(Fig. 2). En las plantas de campo, por su parte, los
diferentes estreses parecieran tener un efecto adi-
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tivo (Fig. 3). Es poco probable que estos cambios
reflejen un dafio directo por déficit de agua pues
el PSII posee una alta tolerancia al estrés hidrico.
Se ha observado en plantas con un contenido
relativo de agua de 70 % que el rendimiento
cudntico miximo de la fotoquimica del PSII solo
disminuye un 15 % (Havaux 1992). Sin embargo,
més alld de ese limite, la fijacién de CO,se ve
afectada producto del cierre estomdtico. La dis-
minucién de la concentracién interna de CO, a
nivel foliar, altera el funcionamiento del aparato
fotosintético y, por lo tanto, el rendimiento
cudntico y la fotosintesis neta mdxima (Havaux
1992, Cornic 1994). En estas condiciones la plan-
ta sigue absorbiendo energfa luminosa y para
evitar la formacién de especies altamente téxicas,
debe activar sus mecanismos de disipacién de
energia o disminuir su absorcién. Es posible que
los PSII, contribuyan con esta funcién, siendo la
razdn por la cual la proporcién de estos centros es
mayor en condiciones de estrés hidrico que bajo
riego normal, a la misma temperatura en las plan-
tas desarrolladas en la cdmara de crecimiento
(Fig. 2) y en condiciones de campo en hojas sin
forzar (Fig. 3). Havaux (1992) observd que el
rendimiento cudntico méaximo del PSII en condi-
ciones de alta intensidad luminosa y temperatura,
disminuy6 menos en plantas con estrés hidrico
que en plantas con riego normal y sugiere que el
estrés hidrico ayuda a disminuir el dafio por
fotoinhibicién del PSII en plantas sometidas a
alta temperatura. Lo anterior debido a que, pro-
ducto de cambios en la composicién lipidica de la
membrana del tilacoide por aumentos en el con-
tenido de dcidos grasos saturados, la interaccién
proteina-lipido se estrecha, evitdndose la fluidez
de la membrana y los cambios conformacionales
de las proteinas tilacoidales que ocurre por las
altas temperaturas. Es posible que el alto conteni-
do relativo de PSII; obtenido en las plantas de
campo bajo condiciones de estrés hidrico y lumi-
noso se relacione con este efecto de resistencia al
dafio por fotoinhibicién observado por Havaux
(1992).

En el caso de las hojas forzadas a la
horizontalidad en plantas cultivadas en campo es
poco probable que el gran aumento en el conteni-
do de centros PSII se deba a dafio fotoinhibitorio,
debido que se observé en dichas plantas, una
recuperacién completa del rendimiento cudntico
mdximo en las horas de la mafiana siguiente al dia
de medicién (datos no incluidos).

Aparentemente, el estrés luminoso serfa méds
determinante en la formacién de centros B que el
estrés hidrico (Fig. 3). Cuando el aparato
fotosintético estd expuesto a alta intensidad lumi-
nosa por un tiempo prolongado, puede sufrir se-
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veros dafios como consecuencia directa de la ab-
sorcidn de energfa en los PSII, mas alla de la
utilizada por el transporte de electrones (Demmig-
Adams & Adams 1992, Osmond 1993). Por lo
general, bajo condiciones de campo, una fuerte
intensidad luminosa se acompaifia de altas tempe-
raturas. De acuerdo con lo discutido anteriormen-
te, los PSII; al carecer del complejo de antena
periférica y al encontrarse en la regién de la
membrana del tilacoide expuesta al estroma, lejos
del PSII , disminuyen la absorci6n de energia del
PSII. Esto evita la acumulacién prolongada de
estados excitados de pigmentos de clorofila que
puedan reaccionar con el oxigeno para formar
especies oxigeno activas, altamente téxicas.

Los estados de transicién, que también se con-
sideran un cambio estructural importante a nivel
de los PSII, dependen de la luz, y su magnitud
podria estar modulada por la temperatura (Pastenes
& Horton 1996), el gradiente de pH, la composi-
ci6én idénica de la fase acuosa en contacto con la
superficie estromal y el estado de desarrollo del
cloroplasto (Horton & Bowyer 1990). Se cree que
los estados de transicién estdn involucrados en la
redireccién de la energia hacia el PSI, pero adn no
hay un acuerdo acerca de la eficiencia con la que
la energia redirigida es finalmente utilizada en la
fotoquimica de dicho fotosistema (Horton & Black
1981).

Se asume que la relacién de emision de fluores-
cencia a 77 °K entre 685-695 y 740 nm, refleja la
variacion en la proporci6n de estos centros. Se ha
demostrado que la fosforilacién de 1a antena LHCII
se acompafla de una disminucién en la emisién de
fluorescencia a 77 °K de 685-695 nm (PSII) en
comparacién con la de 735 nm (PSI), lo que
significa que existe una redistribucién de la ener-
gia absorbida desde el complejo PSII al PSI
(Horton & Black 1981, Horton & Bowyer 1990).

Se ha sugerido, de acuerdo a mediciones de
emisién de fluorescencia a 77 °K, que el LHCII
fosforilado (LHCII-p) se asocia estructural y
funcionalmente con el PSI para disminuir el
desbalance en la distribucién de energia de exci-
tacién entre los dos fotosistemas. Sin embargo,
quimicamente no se ha podido realizar una unién
entre la LHCII-p y el PSI (Melis 1996). M4s atin,
demostraciones de transferencia de energia de
excitacion de la clorofila b al P, realizados en
preparaciones de tilacoides con un alto contenido
de LHCII-p muestra una baja eficiencia de
interaccién entre el LHCII-p y el PSI (Deng &
Melis 1986).

El estado de tramsicién involucra cambios
organizacionales, y no cambios en la composi-
¢ién, que ocurren en la membrana tilacoidal en el
transcurso de pocos minutos, cOmo una respuesta
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a la variacién en la calidad de luz (Melis 1996).
Este se ha interpretado como un control fino de la
distribucién de la energia de excitacién entre el
PSII y el PSI que no se considera una respuesta
suficiente o eficiente en casos de desbalances
fuertes y prolongados de la excitacién entre los
dos fotosistemas (Anderson & Andersson 1988).

Al someter las plantas a temperaturas menores a
las de crecimiento (Fig. 4), se espera una sobre
reduccidn del pool de plastoquinonas, con la con-
secuente fosforilacién de la antena periférica del
PSII (Horton & Black 1981), lo que explica la
tendencia a aumentar la relacién PSI/PSII a 15 °C
(Fig. 4). Sin embargo, al aumentar la temperatura,
adin cuando se espera que los procesos enziméticos
que consumen el poder reductor y la energia pro-
ducidaen la fase clara de la fotosintesis, aumenten,
y por lo tanto, disminuya el nivel de reduccién del
pool de plastoquinonas, la relacién PSI/PSII indi-
ca un aumento en los estados de transicién. Es
sabido que, a temperaturas fisiolégicas superiores
a las de crecimiento, como las utilizadas en el
presente estudio, ocurre un desempacamiento de
las granas en el cloroplasto, lo que podria causar
una distribucién aleatoria de los CR-LHCII y el
PSI. Este efecto independiente de los centros B y
los estados de transicién, provoca que la
redistribucién de energia a los fotosistemas sea
diferente (Horton & Black 1983). En este caso, sin
embargo, es poco probable que los cambios en la
relacion PSI/PSIT a 77 °K (Fig. 4) se deban a dicho
efecto, pues estos s6lo se observan en condiciones
de iluminacién (Pastenes & Horton 1996).

Cuando por acci6n de la temperatura se presen-
tan simultdneamente el estado de transicién y la
formacién de PSII, podria ocasionarse un efecto
sinergético, el LHCII fosforilado puede conectar
el PSII; con el PSI permitiendo as{laredistribucién
de energia entre ellos (Timmerhaus & Weis 1990).
Una disminucion de los niveles de fluorescencia,
F, vy F,, observado durante la formacién de estados
de transicién, indica que estos no se unen a los PSII
estromales, sino que probablemente sirvan como
antena del PSI (Lavergne & Briantais 1996).

De acuerdo con los datos experimentales obte-
nidos, los estados de transicién no serian el meca-
nismo disipador de energia de mayor importancia
en los cultivares Ol y AT bajo condiciones de
estrés hidrico y sometidas a alta temperatura. Lo
anterior debido a que la relacién PSI/PSII a tem-
peraturas superiores de 25 °C, en estas plantas,
varia muy poco (Fig. 4). La causa de este efecto
puede estar relacionada con la formacidn de los
centros PSII. La ocurrencia de conversién de
centros PSII al tipo B, implica que la presién por
reducir el pool de plastoquinonas, disminuye.
Siendo este factor, principalmente, el que induce
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la activacién de la quinasa responsable de la
fosforilacion y posterior migracién de las antenas
colectoras, es posible pensar que en AT y OI, la
disminucién de los centros PSII , disminuya la
probabilidad de ocurrencia de los estados de tran-
sicion.

La variacién obtenida en la medicién de la
relacién PSI/PSII de las plantas de la variedad
BT, en donde las plantas sometidas a déficit
hidrico poseen una mayor proporcién de estados
de transicién que las plantas de riego normal,
puede deberse a una distorsién del espectro de
fluorescencia. En plantas superiores, la emision
de luz parael PSII es absorbida fuertemente por la
clorofila-b, mientras que la emisién de luz para el
PSIes absorbida mds fuertemente por la clorofila
a (Melis 1991). Normalmente las moléculas de
clorofila pueden reabsorber fotones emitidos por
otras moléculas de este pigmento, causando una
sobreestimacién en la medicién de la emisidn de
fluorescencia. Este efecto puede anularse si el
contenido de clorofila permanece constante entre
las plantas (Hipkins & Baker 1986). Debido a que
se encontraron diferencias significativas en el
contenido de clorofila-a entre las plantas de BT
con estrés hidrico y las con riego normal (Fig. 5),
no se puede descartar la presencia de errores
experimentales en la determinacidn de estados de
transicién. Eso si, las tendencias en la variacién
de los estados de transicién son similares a las
demds variedades, en donde no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de clo-
rofila entre las plantas conriego y estrés (Fig. 5).

Los resultados obtenidos en la presente investi-
gacién, confirman el hecho de que los complejos
fotosintéticos, en particular el PSII, se presentan
como unidades flexibles, capaces de modificar,
no sé6lo su estructura, si no, presumiblemente su
ubicacién. Esto es evidente en condiciones
estresantes, como lo son el déficit hidrico y la
sobre exposicidén a la luz. En ambos casos, se trata
de situaciones de riesgo para la estabilidad del
aparato fotosintético, pues se traducen en dismi-
nuciones en la disponibilidad de CO, en los sitios
de carboxilacién. En el caso particular, del culti-
vo de poroto, se pudo constatar una tendencia a
escapar de la sobre-reduccién de centros PSII,
mediante la formacién de PSII del tipo B y la
formacién de estados de transicién, no obstante,
se aprecian marcadas diferencias en la magnitud
de dichos cambios, entre variedades.
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