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I. INTRODUCCION

La produccion forestal ha experimentado un incremento casi constante
en Uruguay a partir de la implementacion de la segunda ley forestal en 1987, lo
gue promovié la inversion en implantacion de montes forestales mediante la
aplicacion de diferentes estimulos como por ejemplo subsidios y exoneraciones
impositivas en suelos identificados como de “prioridad forestal”. De un total de
186 mil hectareas forestadas en el 1990 se llegd a las 1.150.000 hectéreas en
2016 (Arbeletch y Martine, 2018). En el afio 2018 la produccion forestal registro
un valor de exportaciones de 2156 millones de dolares con respecto a los 1968
millones de délares registrados por la exportacion de carnes (vacuna, ovina y
otras, MGAP. OPYPA, 2019), lo que da una pauta clara de la creciente relevancia
del sector dentro de la produccién agropecuaria.

La forestaciébn se caracteriza por presentar un ciclo de produccion
extenso en el tiempo, donde, una plantacion para producir madera de calidad o
madera sélida puede durar hasta 30 afios mientras que la produccion de madera
para pulpa a partir del género Eucalyptus, tiene un promedio de duracién de 10
afios (FAO, 2004). Esta particularidad se traduce en que la toma de decisiones
al comienzo del ciclo termina siendo condicionante del desarrollo de la
produccién. Esto se expresa de manera especial en las decisiones vinculadas
con la densidad de plantaciéon a campo, y/o con la densidad de plantines en
vivero.

Una mayor densidad de plantacién afecta directamente, entre otras
cosas, el sombreamiento al que el arbol va a estar expuesto durante toda su vida
productiva. Por lo tanto, conocer la respuesta diferencial de clones de Eucalyptus
a distintas longitudes de onda e intensidades luminicas es una informacion util
para la plantacion comercial a nivel productivo. A su vez, crea la posibilidad de
desarrollar una metodologia que permita identificar diferencias a partir de
variables fotosintéticas en estadios tempranos de desarrollo de los plantines a
nivel de vivero. Para evaluar esta respuesta es necesario caracterizar la eficiencia
fotosintética y observar posibles cambios en los sistemas de captacién de luz y
transformacion en energia en plantas desarrolladas en diferentes ambientes
luminicos.

A. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Analizar la respuesta de la actividad fotosintética en hojas de Eucalyptus
grandis a diferentes niveles de flujo luminico.



2. Obijetivos especificos

a) Identificar los niveles de irradiancia que permitan diferenciar a nivel
fotosintético dos clones de Eucalyptus grandis.

b) Analizar la respuesta de estos clones a la radiacion cambiante.

C) Caracterizar los procesos de particion de energia en el fotosistema Il
(PSII) de dos clones de Eucalyptus grandis en respuesta a la irradiancia.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO Eucalyptus

Eucalyptus constituye un complejo género de plantas con follaje
persistente localizado en la botanica sistémica dentro de la familia de las
Mirtaceas, subfamilia Leptospermoideas. Cuenta con especies subarbustivas,
arbustivas y arboreas con alturas de 30cm, un par de metros, a mas de 100m
(Brussa, 1994). Es un extraordinario género con especies adaptadas a una gran
diversidad de habitats, desde el nivel del mar hasta los 2300m de altura
(Granados-Sanchez y Lopez, 2007). Es originario de Australia y Tasmania
aunque esta ampliamente introducido en numerosos paises, sobre todo en
aquellos con clima mediterraneo, subtropical y tropical (Ferndndez y Silva, 2016).
Este género tiene gran potencial comercial por presentar diversas caracteristicas
valiosas como por ejemplo su facil capacidad de propagacion, rapido crecimiento
y su capacidad de prosperar en suelos degradados y climas secos (Ritter, 2014).

El género Eucalyptus tiene la particularidad de presentar polimorfismo
foliar marcado en la mayoria de sus especies. Luego de la germinacion y
aparicion de los cotiledones, con el desarrollo primario del tallo se observan los
primeros pares de hojas de pequefio tamafio; con el crecimiento de la plantula
surgen otras de mayores dimensiones las que son conocidas como “hojas
juveniles”, que luego son suplantadas por las “hojas adultas”, en una transicién
abrupta o gradual, apareciendo en este caso “hojas intermedias” (Brussa, 1994).
Las hojas adultas generalmente presentan disposicion alterna, colgando
verticalmente, pecioladas, lineales a ovadas, pero con mayor frecuencia
lanceoladas. La mayoria de las veces las hojas adultas son del mismo color en
ambos lados, pero muchas especies tienen hojas adultas que son decoloradas y
mas claras en la parte abaxial (Ritter, 2014). Las especies arboreas dentro de
este género muestran un crecimiento continuo en el cual se dificulta la definicion
de anillos de crecimiento en su fuste principal. Ademas como caracteristica
distintiva del género, el enraizamiento esta muy desarrollado, donde ciertas
especies tienen tan amplio su sistema radicular que acapara el agua de los
horizontes superiores. Esto sumado a que las hojas se descomponen muy
lentamente generando un mantillo abundante, dificulta el crecimiento de las
plantas en el sotobosque (Granados-Sanchez y Lopez, 2007).

Existen aproximadamente 600 especies dentro del género Eucalyptus
donde las mas utilizadas en Uruguay son: Eucalyptus grandis, E. dunii y E.
globulus. Precisamente en Uruguay, el principal destino de estas especies es la



produccion de madera con destino de pulpa celulésica, en su amplia mayoria, y
aserrado (MGAP. DIEA, 2019).

B. CARACTERISTICAS FISICAS DE LA LUZ

La luz generalmente se define como la radiacién electromagnética que
puede ser percibida por el ojo humano. Sin embargo, la luz contiene un espectro
mas amplio de radiaciéon que no puede ser percibida por el ojo (Nobel, 2009).
Aproximadamente un 40% de la radiacion electromagnética solar que llega a la
Tierra se define como radiacion luminosa (Azcén-Bieto y Talén, 2008). De esta
radiacion luminosa aquella que alcanza la superficie terrestre se conoce como
radiacion directa, mientras que la radiacién alterada por la atmésfera (cielo y
nubes) se conoce como radiacién difusa (Kume, 2019).

En términos generales se puede decir que el espectro electromagnético
esta constituido por ondas de distintas longitudes, como las ondas de radio y
television y los rayos gamma (Azcén-Bieto y Talon, 2008). Las regiones del
espectro de mayor interés en biologia son la ultra-violeta (UV), la visible y la
infrarroja (IR). Dentro del espectro de radiacidn visible (400-750 nm) la regién que
se encuentra entre las longitudes de onda de 400 a 700 nm se conoce como
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) ya que es esta region del espectro la
gue es capaz de producir actividad fotosintética (Kume, 2019). La radiacién UV,
tiene longitudes de onda entre 10-400 nm, es decir menores a PAR. A su vez, la
radiacion UV se divide segun Bjorn (2015) en UV-A (315-400 nm), UV-B (280-
315 nm) y UV-C (<280 nm). Se sabe que la radiacion UV-B induce dafio en el
ADN (los organismos terrestres estan protegidos de la radiacién UV por el ozono
atmosférico, Kume, 2019). Por otro lado, la radiacion infrarroja (IR) tiene
longitudes de onda mayores que PAR, por encima de los 750 nm hasta los 1000
nm (Nobel, 2009). El rango de longitud de onda que se encuentra inmediatamente
por encima del PAR y por debajo del IR es conocido como rojo lejano y
corresponde a 700-750 nm dentro del espectro (Bjorn, 2015).

Las ondas electromagnéticas son radiaciones y, por tanto, se transmiten
de manera cuantica en unidades discretas. La luz, al ser una radiacion
electromagnética, estd compuesta por dichos paquetes elementales de energia
denominados fotones (Azcon-Bieto y Talon, 2008). Cada foton de luz tiene una
energia propia, que corresponde a su longitud de onda especifica y que puede
ser calculada a partir de la ecuacion de Planck, segun la expresion:

E=h-c-:A1



Donde, E es la energia del fotdn o particula cuantica de radiacién, h una
constante (constante de Planck, de valor h = 6.62 x 1034 J s) y c-A! es la
frecuencia de la radiacion que corresponde a la velocidad de dicha radiacion (c =
2.99 x 108 m s™), la cual es constante debido a que la velocidad de todas las
radiaciones electromagnéticas es la misma, dividida la longitud de onda (A). A
partir de la ecuacion de Planck se deduce que la energia de un foton es
inversamente proporcional a su longitud de onda (Campbell y Norman 1998,
Azcon-Bieto y Talon 2008, Nobel 2009).
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Figura 1. Representacion del espectro en forma de ondas electromagnéticas

Fuente: adaptado de Nobel (2009).
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Fuente: extraido de Azcén-Bieto y Taldén (2008).

C. PERCEPCION POR LAS PLANTAS DEL AMBIENTE LUMINICO

1. Generalidades

La luz es una fuente de informacion, de calor y de energia (fotosintesis)
para las plantas, y por tanto genera cambios morfologicos y fisiologicos que
afectan su crecimiento y desarrollo. La intensidad de luz (flujo luminico), la
composicion espectral, el angulo incidente y el fotoperiodo son aspectos del
ambiente luminico que son percibidos y procesados por las plantas (Bustos-
Salazar, 2009).

Las plantas son capaces de responder a los diferentes estimulos
luminicos y tener un monitoreo de su entorno, mediante moléculas o complejos
moleculares llamados fotorreceptores, los cuales tienen la capacidad de activarse
por fotones de determinadas longitudes de onda (Meisel et al., 2011). Existen
distintas familias de fotorreceptores, los fitocromos son fotorreceptores de luz roja
(600-700 nm) y roja lejana (700-750 nm). Por otro lado, como reconocen Azcon-



Bieto y Talén (2008), los criptocromos y las fototropinas son fotorreceptores de
luz azul (400-500 nm) y UV-A (315-400 nm). En este sentido, la luz es un factor
ambiental critico para el crecimiento y desarrollo de las plantas, los niveles de
intensidad luminica (densidad de flujo de fotones, PPFD) asi como las longitudes
de onda que definen la calidad espectral de la luz, afectan directamente los
procesos de conversion de energia en las células vegetales (Nobel 2009, Quero
etal. 2018).

2. Percepcion por fitocromos

El crecimiento y desarrollo de las plantas esta influenciado de manera
reversible por la relacion existente en el ambiente luminico entre la proporcion de
luz roja (600-700 nm) respecto de la luz roja lejana (700-750 nm). La relacion
rojo/rojo lejano puede variar con los niveles de flujo luminico de radiacion
incidente y/o dentro del ambiente luminico que se genera en la canopia (Meisel
etal., 2011). En las hojas que estan expuestas a la luz directa la relacion rojo/rojo
lejano que perciben los fitocromos es alta. Sin embargo, las hojas que estan en
los estratos inferiores de la canopia perciben un ambiente luminico en el cual la
relacion rojo/rojo lejano es mas baja debido a que la luz es interceptada por la
parte superior de la canopia. Esta misma situacion se da en los ambientes de
bajo flujo luminico o de sombra. Por otro lado, durante el dia estas proporciones
varian permitiendo a las plantas adecuar su crecimiento y funcionamiento
fotosintético (Bustos-Salazar, 2009).

Entre los parametros morfolégicos de las plantas, que experimentan
variacion ante cambios en la relacion rojo/rojo lejano del ambiente luminico se
puede mencionar, cambios en el &rea foliar especifica, incremento en largos de
entrenudo, incremento del angulo de las hojas, niumero de capas de parénquima
empalizada (Bustos-Salazar, 2009).

En el caso particular de las especies arbéreas, existen hojas que pueden
adecuar su forma segun el ambiente luminico en el cual se desarrollan. Es asi
gue se pueden diferenciar hojas de sol y hojas de sombra dentro de un mismo
individuo (Bustos-Salazar, 2009). Las hojas desarrolladas en ambientes de bajo
flujo luminico son generalmente mas delgadas, con menos tejido conductor, de
mayor tamafio, con mas cantidad de espacios intercelulares, una baja relacién
parénquima en empalizada/parénquima esponjoso, y un menor numero de
estomas por unidad de superficie. Estas adaptaciones le permiten a este tipo de
hojas un mayor aprovechamiento de la luz difusa.

Ademas de estos cambios morfolégicos las hojas desarrolladas a la
sombra muestran un aumento en la concentracién de pigmentos. Las hojas



desarrolladas en ambientes de alto flujo luminico son generalmente hojas mas
pequefias, mas gruesas y coriaceas, presentando una mayor cantidad de tejido
conductor y un mayor numero de estomas por unidad de superficie (Bustos-
Salazar 2009, Kume 2017).

3. Captacion de energia por pigmentos

La luz es la fuente de energia que impulsa el proceso de fotosintesis. En
las plantas vasculares el proceso de fotosintesis se da en las hojas,
particularmente dentro de los cloroplastos. En dichos organelos la unidad
fotosensible es el fotosistema (PS), capaz de absorber la energia de la luz,
transmitirla y convertirla en energia quimica (estable y acumulable). El
fotosistema esta constituido por un centro de reaccion (RC), en donde se canaliza
la energia de excitacion, y por un complejo antena (LHC) que es el encargado de
absorber los fotones de la luz incidente y de transmitir esta energia hacia el centro
de reaccion (Azcon-Bieto y Talén, 2008).

Tanto el RC como el LHC poseen pigmentos, clorofilas (Chl. a, Chl. b) o
carotenoides, que absorben parte de la radiacion luminica incidente (Kume et al.,
2016). Los espectros de absorcion de luz por parte de estos pigmentos y su
distribucién dentro de la hoja determinan la proporciéon de luz incidente que
efectivamente es absorbida. Esto a su vez se vincula con la forma 'y la estructura
anatémica de la hoja (Kume, 2019).

Las longitudes de onda mayores a los 700 nm o menores a los 400 nm
rara vez son absorbidas por las clorofilas, y por tanto no pueden usarse para la
fotosintesis. Por otra parte, las clorofilas no absorben los fotones de manera
uniforme a través de todo el espectro PAR (Kume et al., 2016). Las hojas
absorben perfectamente las longitudes de onda correspondientes a los intervalos
de la luz azul (400-450 nm) y luz roja (600-700 nm) de dicho espectro, mientras
gue el intervalo definido para la luz verde (500-550 nm) se absorbe menos.
Aproximadamente la mitad de esa radiacion no absorbida se refleja, lo que lleva
a la apariencia verde de las hojas (Kume, 2017). No obstante, existen estudios
de espectro de absorbancia donde se ha demostrado que las plantas terrestres
absorben una fraccion sustancial de luz verde. Mientras que la luz roja o azul es
absorbida preferentemente por los cloroplastos en la parte superior de la hoja,
cuando la densidad de flujo de fotones es alta, la energia de estas longitudes de
onda tiende a ser disipada en forma de calor por los cloroplastos superiores y la
luz verde es la que impulsa la fotosintesis en los cloroplastos inferiores que no
estan saturados de luz (Terashima et al., 2009).



D. FOTOSINTESIS

1. Generalidades en plantas

La fotosintesis es un proceso biolégico mediante el cual la energia del
sol es capturada y almacenada por una serie de eventos que convierten la
energia pura de la luz en la energia libre necesaria para la vida. Este proceso
proporciona todo el alimento y la mayoria de los recursos energéticos. Se podria
definir entonces a la fotosintesis como el proceso en el que un organismo captura
y almacena la energia de la luz, la cual se utiliza para impulsar todos aquellos
procesos celulares que requieren de esta energia (Blankenship, 2014). En
plantas, algas y en algunos tipos de bacterias fotosintéticas este proceso conlleva
la liberacion de oxigeno molecular y la utilizaciéon de diéxido de carbono
atmosférico para la sintesis de compuestos organicos. A este proceso se le
denomina fotosintesis oxigénica (Pérez-Urria, 2009).

La fotosintesis se divide en cuatro fases, una primera fase de absorciéon
de luz y energia mediante el LHC, que a su vez se define como proceso fotofisco.
Una segunda fase, llamada fase de transferencia primaria de electrones a los RC,
gue junto con una tercera fase, en la cual se produce la estabilizacion de la
energia por procesos secundarios, conforman el proceso fotoquimico. Y por
ultimo, una fase de sintesis y exportacion de productos estables que se engloba
bajo el nombre de proceso bioquimico (Blankenship, 2014).

2. Proceso fotofisico

La fotosintesis comienza con la absorcion de fotones. Durante esta fase
de absorcion de luz y energia mediante LHC no se realiza ningln proceso
guimico. En esta etapa se produce la transferencia de energia que involucra la
migracion de electrones en estado excitado de una molécula a la otra. Se trata
de un proceso puramente fotofisico que depende de un acoplamiento energético
de los pigmentos del LHC. Ademas, estos sistemas de antena generalmente
incorporan un mecanismo en el que los pigmentos que se encuentran en la
periferia del LHC absorben en longitudes de onda menores y, por lo tanto,
energias de excitacibon mayores que las del RC. Por lo que, la energia de
excitacion se transfiere de los pigmentos de mayor a los de menor energia, es
decir desde la periferia del LHC hacia el RC (Blankenship, 2014).
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3. Proceso fotoguimico

Para que la energia absorbida por el LHC pueda ser utilizada en el
proceso fotosintético debe ser almacenada. Esto sucede durante el proceso
fotoquimico de la fotosintesis, que como se menciond anteriormente abarca las
fases de transferencia primaria de electrones hacia los RC, y la estabilizacion de
esta energia por procesos secundarios (Blankenship, 2014). El almacenamiento
de energia tiene lugar cuando conjuntamente con la transferencia de electrones
(e)) se produce un movimiento de protones (H+) a través de la membrana
tilacoidal. Este movimiento de protones genera como resultado una diferencia en
el gradiente electroquimico entre ambos lados de la membrana. Este gradiente
se conoce como fuerza protdn motriz y es usada en sintesis de ATP (Buchanan
et al., 2015).

Las membranas tilacoidales contienen complejos proteicos que
interactan entre si facilitando el transporte de electrones a través de dicha
membrana. Los complejos proteicos incluidos en la membrana del tilacoide son:
fotosistemas Il y | (PSIl y PSI), citocromo b6fy ATP_sintasa (Azcon-Bieto y Tal6n
2008, Buchanan et al. 2015).

Los LHCs de los PSIl y PSI absorben diferentes longitudes de onda de
excitacién (680 y 700 nm respectivamente). La energia transferida por los LHCs
de cada fotosistema genera la pérdida de un e por cada uno de los centros de
reaccion. En el caso del PSIl el e transferido por su RC, es transportado via
quinonas y citocromos al PSI donde se da una segunda transferencia de
electrones a partir de la absorcion de luz, que eventualmente termina en la
reduccion de un aceptor de electrones intermediario como el NADP* para formar
NADPH2 mediante la accion de la enzima ferredoxina-NADP reductasa
(Blankenship 2014, Buchanan et al. 2015). El e transferido por el RCIl es
reemplazado por un e proveniente de la electrélisis del agua, con la produccién
simultdnea de oxigeno libre y protones (Kume, 2019).

Los productos del proceso fotoquimico de la fotosintesis son ATP y
NADPH, ambos son compuestos de alta energia y se los define como de
estabilidad intermedia ya que no son adecuados para el almacenamiento a largo
plazo, como puede ser el almacenamiento en la semilla o fruto. Por esto es
necesario convertir esta energia en una forma mas estable, por ejemplo azucares
por medio de la fijacion de CO:2 (Blankenship, 2014).
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4. Proceso bioguimico

El proceso bioquimico de la fotosintesis consiste en una via enzimatica
de varios pasos que convierte al CO2 y al agua en carbohidratos. Este ciclo de
reduccion del carbono se conoce como ciclo de Calvin-Benson y a diferencia de
los procesos fotoquimicos se da en el estroma del cloroplasto. El ciclo de Calvin-
Benson consiste en 13 pasos divididos dentro de 3 fases: carboxilacion,
reduccién y regeneraciéon. En plantas C3, la fijacién de CO: es catalizada por 13
enzimas, siendo la ribulosa -1, 5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) la
primera de ellas involucrada en la fijacion de CO2 a carbohidratos. La enzima
rubisco es la proteina soluble mas abundante en el cloroplasto (Buchanan et al.,
2015).

La primera fase del ciclo de Calvin-Benson es la de carboxilacion, en la
cual se producen dos compuestos de tres carbonos, 3-fosfoglicerato (3PGA) por
cada molécula de CO: fijada mediante la carboxilacion de RuBP (por accion de
la enzima rubisco). A continuacion se da la fase de reduccion donde la molécula
3PGA es convertida en gliceraldehido-3-fosfato (GAP), en esta fase se consume
ATP y NADPH (generados durante el proceso fotoquimico). La ultima y mas
grande cadena de reacciones regenera la RuBP, en este proceso se consume
una molécula de ATP adicional en la conversion de la ribulosa 5-fosfato a RuBP
(Azcon-Bieto y Talon 2008, Buchanan et al. 2015).

5. Fotoinhibicion

Como se mencion6 en los parrafos anteriores las plantas utilizan la
energia luminica para impulsar los procesos fotosintéticos. Sin embargo, el
exceso de energia absorbida puede ser perjudicial para estos organismos.
Especificamente, a nivel de los fotosistemas el dafio por exceso de luz se conoce
como fotoinhibicién y disminuye la actividad de todo el proceso de fotosintesis.
Cuando la fotoinhibicion es muy severa puede causar una disminucion del
crecimiento e incluso la muerte de la planta (Zavafer et al. 2015, Kume et al.
2016).

Las plantas presentan diferentes mecanismos para contrarrestar las
consecuencias negativas del exceso de energia. Estos mecanismos pueden ser
adaptaciones morfologicas como movimientos de los cloroplastos, o
adaptaciones bioquimicas, como la activaciéon del ciclo de las xantofilas o ciclo
VAZ (Azcon-Bieto y Talén, 2008). Las caracteristicas espectrales de la radiacion
solar incidente tienen un efecto biofisico significativo en la adaptacion de los
cloroplastos y la estructura de la hoja para prevenir el exceso de absorcion de
energia (Kume, 2017).
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A nivel de cloroplastos existen mecanismos para controlar la absorcion
de luz a través de su desplazamiento y deformacion. Estos movimientos son muy
importantes en condiciones de alta intensidad, donde se busca evitar la
fotoinhibicion. En ambientes luminicos de alta irradiancia se desarrollan
cloroplastos con baja concentracion de clorofila y tilacoides poco desarrollados
(Kume, 2017).

A nivel de los fotosistemas, el PSII es mas susceptible al fotodafio que el
PSI. Esto se debe a que el PSII realiza un mayor trabajo energético ya que tiene
gue ser capaz de oxidar el agua y reducir una feofitina (primer intermediario
portador de electrones). Por lo tanto, el PSIl posee varios mecanismos de
desacoplamiento y desactivacion para una eficiente disipacion de energia que
minimizan el posible fotodafio. Sumado a estos mecanismos de fotoproteccion el
PSII cuenta con sistemas de reparacion, que cuando fallan o no son suficientes
para resistir la intensidad de la energia luminica incidente, la planta es expuesta
al proceso de fotoinhibicion. Cuando la tasa de fotodafio supera la tasa de
reparacion se habla de fotoinhibicidbn neta (Azcén-Bieto y Talén, 2008). La
fotoinhibicion neta es directamente proporcional a la intensidad de luz y se ha
demostrado que esta asociada en gran medida con la radiacion PAR (Takashi et
al. 2010, Zavafer et al. 2015).

Dentro del PSII es el RC el que tiene mayores posibilidades de sufrir
procesos fotoinhibitorios. Durante estos procesos la proteina D1, componente
estructural clave del RC del PSII, es expuesta a una enzima proteasa que la
desacopla del RC. La proteina D1, actia como fusible y a pesar de constituir solo
el 1% del contenido de proteina del cloroplasto tiene una tasa de renovacion
similar a la de Rubisco que constituye aproximadamente el 50% de la proteina
total del mismo (Pallardy, 2008).

Por otra parte, los pigmentos denominados carotenoides, cumplen una
funcibn muy importante en la proteccion de los fotosistemas regulando
mecanismos de disipacién de energia. Aquellos carotenoides que poseen un
grupo oxigenado en su estructura se conocen como xantofilas mientras que
aquellos que carecen del mismo, son denominados carotenos. El ciclo de las
xantofilas, modula el mecanismo de disipacion térmica de la energia captada por
la clorofila que no es utilizada en el proceso de fotosintesis. El ciclo de las
xantodfilas consiste en la conversion del pigmento violaxantina (V) a zeaxantina
(2), pasando por el intermediario anteroxantina. Cuando el pH en el lumen del
tilacoide es bajo, debido a la transferencia de electrones, la Z se une junto con
un H* al LHCII, causando cambios en su estructura, esto lleva a la captura de
energiay su posterior disipasion en forma de calor. Cuando el exceso de energia
desaparece el proceso se revierte (Ort 2001, Koldobika et al. 2005, Allorent et al.
2018).
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Los procesos fotoinhibitorios que ocurren en el PSIl pueden ser medidos
a través de la emisién de fluorescencia por parte de las clorofilas que conforman
el LHCII. A partir de estos parametros se puede inferir el destino de la energia
gue llega al PSII, distinguiendo asi mecanismos de fotoinhibicién de aquellos de
fotoproteccion (Quero et al., 2020).

E. FLUORESCENCIA DE LAS CLOROFILAS

1. Generalidades

En la etapa fotoquimica de la fotosintesis, el destino de la energia
incidente se puede estudiar a partir de la emisién de fluorescencia de clorofilas
en el PSII (Quero et al., 2018). Una vez que la energia de la luz es absorbida por
los fotosistemas esta puede ser transferida como energia de excitacion para el
proceso fotoquimico, disipada en forma de calor o reemitida en forma de
fluorescencia. Esta distribucién de la energia en los tres procesos ocurre
simultaneamente, de forma tal que el incremento en la eficiencia de uno de ellos,
resultara en la disminucién de los otros dos. Es por esto que a través de la
medicién de la fluorescencia de la clorofila se puede conocer la particion de
energia que llega al PSII (Gonzalez et al. 2008, Quero et al. 2018).

2. Técnica de medicion

La emision de clorofila se puede determinar usando la técnica de pulso
de amplitud modulada (PAM). La técnica PAM mide la extincion de la energia
durante la desexcitacion de las clorofilas de PSII, tanto en la oscuridad como en
la luz, de forma simple y no destructiva. Este método permite la medicion de
distintas intensidades de fluorescencia y ademas genera una firma donde se
distinguen diferentes valores de puntos especificos (Quero et al., 2018).

Esta técnica esta compuesta por dos tipos de analisis, un primer analisis
denominado de extincion o “quenching” y un segundo conocido como de
relajacion. Previamente al andlisis de extincion se aclimatan las plantas a la
oscuridad y se definen varios puntos, el primero es la la intensidad de
fluorescencia bajo estas condiciones de oscuridad y se conoce como Fo, su valor
refleja la fluorescencia basal (Baker 2008, Kasajima et al. 2009). Una vez
alcanzada la fluorescencia basal se prosigue a aplicar un pulso de luz saturante
gue define el punto Fm, como de fluorescencia maxima. Bajo luz actinica, se da
un aumento en la desexcitacion no fotoquimica que se conoce como “quenching
no fotoquimico”. Ademas, el PSIl cambia de un estado de apertura a uno
parcialmente cerrado lo que significa que algunos de los RC de PSII no pueden
utilizar energia de excitacion (Baker 2008, Kasajima et al. 2009).
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Comenzando con el analisis de extincién, se aplican picos de luz actinica
saturante y se obtienen valores de fluorescencia maxima relativa que se
identifican como F’'m y reflejan el valor de fluorescencia maxima en cada pico de
luz saturante. Por su parte, F'o refleja el valor de fluorescencia inmediatamente
despues de que se apaga la luz actinica, mientras que F: define la fluorescencia
en estados adaptados a la luz para el tiempo t (Baker 2008, Kasajima et al. 2009).

Por otro lado, el andlisis de relajacion consiste en apagar la luz actinica
y aplicar nuevos ciclos de luz saturante. En este caso se obtienen nuevas
medidas de fluorescencia maxima y se identifican como F’m, mientras que los
minimos se registran como F”’o (Baker 2008, Kasajima et al. 2009).

En resumen, la metodologia antes descripta que se conoce como pulso
de saturacion, puede usarse para estimar el rendimiento cuantico del PSll en una
hoja adaptada a la luz (analisis de extincion) o durante el proceso de relajacion
del PSII que ocurre en la oscuridad después de un periodo de luz (analisis de
relajacion, Quero et al., 2018).
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La barra de la parte inferior indica si la luz actinica se encuentra apagada (barra negra) o
encendida (barra gris). La barra gris se corresponde con el analisis de quenching y la segunda
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barra negra con el analisis de relajaciéon. Flechas hacia arriba y abajo indican encendido y
apagado de luz actinica (AL), pulsos saturantes (SP) y rojo lejano (FR).

Figura 3. Ejemplo de firma de fluorescencia para analisis de quenching y de
relajacion con fluorémetro PAM

Fuente: adaptado de Quero et al. (2018).

3. Particién de la energia en el PSII

El analisis de particidbn de energia revela el destino de la luz incidente al
PSII diferenciando los procesos fotoquimicos de los procesos de fotoproteccion
y fotoinhibiciéon (Zivcak et al. 2015, 2018). El estudio de la fluorescencia de
clorofilas permite cuantificar dichos procesos. La estrategia de combinar un
analisis de extincidn de fluorescencia con un analisis de relajacion posterior
define nueve parametros de particion de energia.

A partir del andlisis de extincion se pueden determinar los rendimientos
cuanticos del PSIl (®psi), de la disipacion de energia no basal (®neg) y de la
disipacion de energia basal (Pno). El ®esi esta directamente relacionado con la
tasa de transferencia de electrones hacia los procesos bioquimicos. El ®psi
gueda definido por el rendimiento cuantico debido a la proporcién de centros
abiertos del PSIl (®qp, Maxwell y Johnson 2000, Lazar 2015) y por el rendimiento
potencial de dichos centros de reaccion (Pqs, Demming- Adams et al. 1996, Kato
et al. 2003). El ®nrq refleja el rendimiento cuantico de la extincién no fotoquimica
asociado a procesos no constitutivos; y ®no refleja el rendimiento cuantico de los
procesos de disipacién no fotoquimicos constitutivos o basales (Quero et al.,
2018). El ®no queda definido por la energia disipada en forma de calor por los
centros inactivos del PSII (®no. basal, Hikosaka, 2004) y por la disipacion térmica
basal del PSIl adaptado a la luz (®no. psi).

Por otro lado, el analisis de relajacion permite que el parametro ®npo sea
descompuesto en dos parametros: el rendimiento cuantico no fotoquimico de
relajacion rapida (Pneorast) Y el rendimiento cuantico no fotoquimico de relajacion
lenta (Pnprasiow). El Onpotast €sta relacionado con la disipacion de energia regulada
en el PSII, mientras que ®Pnposiow €sta relacionado con el dafio del PSII causado
por fotoinhibicion (Kasajima et al. 2009, Quero et al. 2018).

Un aspecto muy importante a tener en cuenta en el estudio de la particiéon
de energia mediante la cuantificacion del rendimiento cuantico, es que la suma
de los rendimientos es igual a 1, esto permite comparar de manera directa el
destino de la energia que llega al PSIl (Quero et al., 2018).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

El ensayo se instal6 el 28 de octubre de 2020 con 24 plantas con 2 meses
de edad, generadas mediante esquejes, de dos diferentes clones de Eucalyptus
grandis (HHK1C3 y HHK2C5). Estas fueron aleatoriamente distribuidas en la
disposicion que se observa en la figura 4. El ensayo se realiz6 en el invernaculo
y en la camara de crecimiento del departamento de biologia vegetal de Facultad
de Agronomia donde se utilizaron 12 plantas por clon, brindadas por la empresa
forestal Lumin. Las plantas se colocaron en macetas creadas a partir de tubos
(15 L de capacidad) con una rejilla en su base para filtrar el agua de riego. El
sustrato en este caso consta de una mezcla de arena y tierra en una proporcion
de 1:1.

El riego se realizdé con una frecuencia de 3 a 4 veces a la semana para
mantener condiciones hidricas 6ptimas. Pasados aproximadamente 20 dias (17
de noviembre del 2020) se comienzan las mediciones de los parametros
fotosintéticos, para ese entonces los plantines promediaban una edad de 3
meses con una altura de 35 cm promedio.

Las plantas se crecieron en un ambiente con 25 °C, 50-60% de HR y un
ciclo 12/12 horas de oscuridad/luz.

B. TRATAMIENTO DE LUZ

Se establecieron tres ambientes luminicos diferentes, el ambiente 1
(invernaculo) esta definido por la luz natural del invernaculo. El ambiente 2
(LB.400) esta definido por la calidad espectral entre 400-700 nm con el mismo
flujo luminico del invernaculo (400 umol fotones m2s1). Y el ambiente 3 (LB. 800),
definido por la misma calidad espectral que los ambientes 1y 2 pero con un flujo
luminico de 800 umol fotones m=2st. Los ambientes luminicos LB. 400 y LB. 800
se generaron en las camaras de crecimiento cuyo sistema de iluminacion esta
basado en lamparas de fuente LED.

Todas las plantas crecieron en condiciones de invernaculo durante tres
meses, luego de ese periodo las plantas (de los ambientes LB. 400 y LB. 800)
fueron trasladadas a los diferentes ambientes luminicos en los cuales se
desarroll6 la hoja donde se realizaron las mediciones de particion de energia.



17

El espectro y la intensidad de los diferentes tratamientos de luz se
midieron utilizando un espectrorradiometro (espectrémetro USB2000 +, Ocean
optics, Duiven, Paises Bajos) que se calibro frente a una fuente de luz estandar
suministrada por el equipo. El sensor del espectrorradidmetro se ubicé donde
estaba la hoja mas cercana a los 30 cm del centro de la fuente de luz.
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A) Flujo de energia espectral del ambiente invernaculo. B) Flujo de energia espectral de los
ambientes luminicos LB. 800 y LB. 400 emitidos por un sistema de luz, basado en una fuente de
luces LED. C) Distribucién de los clones HHK1C3 y HHK2C5 en el invernaculo. D) y E)
Distribucion de los clones en cdmaras de crecimiento.

Figura 4. Ambiente luminico: densidad de flujo de fotones y calidad espectral. Y
fotos de la distribucion de los plantines en invernaculo y camaras de crecimiento

C. PARAMETROS DE RENDIMIENTO CUANTICO

Para cuantificar la particion de energia en el PSIl a través de los
parametros de rendimiento cuéntico, se utiliz6 un fluorometro de pulso de
amplitud modulada (FMS1, Hansatech, King’'s Lynn, UK). Para la estimacion de
los parametros se definieron cuatro niveles de luz actinica para la excitacion del
PSII: 200, 400, 850 y 1700 umol fotones m2s,
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Los parametros de rendimiento cuéntico se definieron de la siguiente
manera:
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Las mediciones se realizaron en hojas completamente expandidas
desarrolladas en el ambiente de crecimiento dentro del cual se realizé la
medicion. Cada hoja fue evaluada en los cuatro niveles de luz actinica. La
fluorescencia fue medida en las mismas condiciones en las que se desarrollaron
las plantas sin periodo de adaptacién a oscuridad. Las hojas seleccionadas se
encontraban en buen estado sanitario y sin sintomas de ataque de posibles
patégenos.

D. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El experimento fue instalado bajo un disefio completamente al azar, con
cuatro repeticiones por tratamiento. El tratamiento queda definido por la
interaccion entre los niveles del factor genotipo (HHK1C3 y HHK2C5), los niveles
del factor ambiente luminico (invernaculo, LB. 400 y LB. 800) y los niveles de luz
actinica (200, 400, 850 y 1700 umol fotones m2st).

Para el andlisis estadistico se us6 un modelo lineal general con arreglo
factorial. Luego de la verificacion de los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk
test) y homogeneidad de varianza (Levene test) se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) para establecer si hubo efecto significativo de alguno de los factores
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(anexo 2). El andlisis estadistico se realiz6 con el software libre R (R Core Team,
2017).

El modelo lineal general fue el siguiente:
Yik =+ ALi + LAj + Gk + (AL * LA)jj + (AL*G)ik + (LA*G)jk + (AL*LA*G)ijk + errorijk
Donde,

AL es el efecto del i-ésimo ambiente luminico (invernaculo, intensidad
media e intensidad alta). LA es el efecto del j-ésimo nivel de actinica (200, 403,
850 y 1700 umol fotones m2s?). Gk es el efecto del k-ésimo nivel de genotipo
(HHK1C3, HHK2C5, AL * LA)jjes la interaccion entre el i-ésimo nivel de AL y el j-
ésimo nivel de LA (AL*G)ik es la interaccion entre el i-ésimo nivel de AL y el k-
ésimo nivel de G (LA*G)i es la interaccion entre el j-ésimo nivel de LA y el k-
ésimo nivel de G (AL*LA*G)ik es la interaccion entre el i-ésimo nivel de AL, el j-
ésimo nivel de LA y el k-ésimo nivel de G errorik es el error asociado a cada
unidad experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. DESCRIPCJON DE LAS FIRMAS DE FLUORESCENCIA EN FUNCION DE
LA ENERGIA DE EXCITACION

A continuacion se presentan los resultados de las firmas de fluorescencia
para los cuatro niveles de luz actinica utilizados para la excitacion del PSII (figura
5). Como se observa en la figura 5, cuando aumenta la intensidad de la energia
de excitacién a un valor de 1700 umol fotones m? s, el valor de Fm disminuye
respecto al valor obtenido con las otras energias de excitacién (200, 400 y 850
umol fotones m? s1). Ademas, en la figura 5 se puede observar que a medida
gue la energia de excitacion aumenta, la energia que se destina a la fase
fotoquimica es cada vez menor. Esto, se observa porque a medida que aumenta
la intensidad de la luz actinica la diferencia entre F'm y Ft disminuye. La
disminucion de la energia destinada a los procesos fotoquimicos a medida que
aumenta la energia de excitacion del PSlI, es el comportamiento esperado para
el funcionamiento del aparato fotosintético (Kasajima et al., 2009).
Particularmente en el caso de Eucalyptus esto fue reportado por Nidén (2018) en
donde se describe este mismo comportamiento frente a diferentes intensidades
de luz de excitacion (255, 778 y 2800 umol fotones m2st). Este trabajo junto con
el de Nion (2018) son los primeros reportes sobre el comportamiento de la
particién de energia, en funcién del incremento de la luz de excitacion del PSll en
Eucalyptus.

Es importante destacar que las hojas desarrolladas en el ambiente LB.
800 cuando fueron excitadas con una luz actinica de 1700 umol fotones m2 s,
presentaron un nivel de dafio en el PSIl que no permitié su inclusion en los
analisis. En todas las hojas evaluadas bajo estas condiciones se observaron
firmas de fluorescencia que no se corresponden con el trazo normal de respuesta
(anexo 1).
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Figura 5. Firmas de fluorescencia para analisis de quenching y de relajacion en
cuatro niveles de luz actinica
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B. CORRELACIONES ENTRE LOS PARAMETROS DE PARTICION DE
ENERGIA
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Fig 6. Correlaciones entre los parametros y subparametros de particion de
energia del PSII

En la figura 6 se muestran las correlaciones existentes entre los
parametros de particion de energia obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia. Las férmulas para obtener los parametros de particion de energia
se pueden ver en la seccion lll. C.



23

Cuando se analizaron los parametros de particion de energia principales
(Prsi, Pnro Y Prno) Se observé que existe una correlacion negativa (R2 = -0,98)
entre el @psi y el Onpg, esto significa que a menores valores de rendimiento
cuantico del PSII hay mayores valores de disipacién no basal de energia. Esto
coincide con lo reportado por Ni6n (2018) para una luz actinica de 778 umol
fotones m st donde se observé que frente a una mayor intensidad de energia
de excitacion los valores para el parametro de disipacién no basal de energia
(Pnro) se incrementaron de manera significativa, mientras que el porcentaje de
energia destinada a los procesos fotoquimicos disminuyé un 50%.

Segun los resultados obtenidos la disipacién basal de energia no esta
correlacionada ni con el proceso fotoquimico (®esi vs ®no, muestran un R2=
0,04) ni con los procesos disipatorios no basales (Pnpg vs Pno, muestran un R2=
-0,2).

Del grafico se desprende que el parametro ®ps) tiene una alta correlacion
positiva con el subpardmetro ®qp (R2= 0,97) y no asi con ®Pqs. Esta correlacion
significa que el rendimiento cuantico del PSII esta determinado por el grado de
apertura del centro de reaccion, representado por el ®qp. Es decir, a medida que
el centro de reaccion se encuentre mas abierto, el rendimiento cuéntico sera
mayor, por el contrario si el centro de reaccion se cierra el rendimiento cuantico
disminuye. Es importante notar que el ®rsi no depende del rendimiento potencial
del fotosistema representado por el ®gs.

Cuando se analizan los rendimientos cuanticos de los procesos
disipatorios no basales se observa que existe una alta correlacion positiva entre
el parametro ®Oneq y el subparametro ®Onporast (R2= 1), no asi entre Pnpq y
Onposiow (R2= 0,32). Tampoco se observo una correlacion significativa entre
POnparast Y Prrosiow (R2=0,26). A partir de estos resultados, se puede inferir que
el ®npgsiow NO contribuye a los procesos disipatorios, es decir la energia
excedente en el PSII (energia no usada en el proceso fotoquimico) se disipa casi
exclusivamente de manera regulada, no observandose dafio por fotoinhibicién
para los genotipos y ambientes presentados. Segun lo observado por Kasajima
et al. (2009), en Arabidopsis thaliana, los rendimientos cuanticos de ambos
componentes de la excitacion no fotoquimica (Pnpgrast Y Onpasiow) aumentan a
medida que se incrementa la intensidad de la luz incidente. Por otra parte,
Kasajima et al. (2009) observaron que a 1500 umol fotones m=2 s el ®nporast fue
la via predominante para la disipacién térmica es decir que en Arabidopsis
thaliana sometida a altos niveles de intensidad luminica de excitacion, la
disipacion de energia se da de manera regulada, al igual que en la mayoria de
los plantines de E. grandis evaluados en este trabajo en todos los niveles de
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excitacion. Este resultado permite visualizar la relevancia de los mecanismos de
fotoproteccion en las hojas de los plantines de Eucalyptus.

Este mecanismo de fotoproteccibn depende en cierta medida del
ambiente luminico de desarrollo. En ambientes luminicos de radiacion media
(invernaculo y LB. 400) los mecanismos de fotoproteccion funcionan para todos
los niveles de luz actinica evaluados (200, 400, 850 y 1700 umol fotones m?2 s1).
Sin embargo, en ambientes luminicos de alta intensidad (LB. 800) a 1700 umol
fotones m? s se dafia completamente el fotosistema, evidenciando la falta de
un mecanismo de fotoproteccion.

Debido a que el parametro ®npq esta determinado por el subpardmetro
Onporast, €S esperable que exista una alta correlacion negativa (R2=-0,98) entre
este parametro y el rendimiento cuantico del PSIl. Asi como se establece una alta
correlacion negativa (R2=-0,94) entre el subparametro ®qp, quien define al ®psi,
con el ®npg. Siguiendo con la misma logica, en el grafico se observa como existe
una alta correlacién negativa (R2=-0,94) entre los subparametros ®npqrast y Pgp.
Esto significa que a medida que se cierran los centros de reaccion, la energia
excedente se disipa de manera regulada.

Por su parte, el parametro que refleja el rendimiento cuantico de los
procesos de disipacion no fotoquimicos constitutivos o basales (®Pno), esta
determinado por su subparametro ®no. PSII debido a que existe un alto valor de
correlacion positiva (R2= 0,87) entre ambos. Esto siginifica que la disipacion
basal del PSII esta determinada por la disipacion térmica del PSIl adaptado a la
luz. Esto podria estar relacionado con la composicién del complejo antena del
PSIl. Si bien, no se realizaron experimentos en este trabajo para probar este
punto, los resultados de Mehta et al. (2010) en Triticum aestivum sugieren que
la heterogeneidad del PSII estd asociada a la adaptacion de las plantas ante
condiciones de estrés ambiental.

Sin embargo, ninguno de los parametros que definen la disipacion basal
(®Pno) mostrd correlacién con los otros procesos de particion de energia (®rpsii,
Dnpg).

C.EFECTO DE LAS FUENTES DE VARIACION SOBRE LA PARTICION DE
ENERGIA DEL PSII

Una vez realizado el estudio de las correlaciones entre los parametros de
particion de energia se procedio a realizar un analisis de varianza (ANOVA) para
establecer los efectos de las fuentes de variacion del experimento.
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Para los parametros de particion de energia que cuantifican el
rendimiento cuantico de los procesos fotoquimicos (®pesi y Pgp) se pudo
establecer que tanto el ambiente luminico (AL) como el tratamiento de luz actinica
(LA) tuvieron un efecto significativo (Pvalue< 0,05), sin embargo no se observé
un efecto significativo del genotipo (G) sobre estas variables. Por otro lado, el
ANOVA indic6 que los parametros ®psi y Pqp fueron afectados significativamente
por la interacciéon entre el ambiente luminico de desarrollo y la luz actinica de
excitacion del PSIl (AL*LA) y la interaccién entre el ambiente luminico de
desarrollo y el genotipo (AL*G). Las tablas de ANOVA completas pueden verse
en el anexo 2.

Para los parametros de particion de energia que cuantifican la disipacion
térmica de la energia de manera no basal (Pnpq Yy Prrorast) Se pudo establecer
gue tanto la luz actinica (LA) como las interacciones AL*LA y AL*G tuvieron un
efecto significativo. Las tablas de ANOVA completas pueden verse en el anexo
2.

1. Interaccion entre el ambiente luminico de desarrollo de la hoja vy la intensidad
de excitacion del PSII

Analizando la correlacion ®psi vs @qp, en virtud de la interaccion AL*LA
se puede observar que a medida que aumenta la intensidad de la luz actinica se
reduce la dispersion de los valores de correlacion entre el ®psi y el ®gp
observandose la mayor dispersién a menores intensidades de luz actinica (figura
7).

Para una luz actinica de 200 umol fotones m? s, se registraron valores
de ®qp y Prsi por encima del 50%, excepto en el invernaculo (Inv) donde la
distribucién fue mas dispersa y se observan valores menores al 50% (figura 7A).
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Figura 7. Correlacion entre los parametros ®@esi y ®qp en funcion de la interaccion
ambiente luminico-luz de excitacion del PSII

En el caso de una luz actinica de 400 pmol fotones m?s%, la mayoria de
los valores de ®qp caen por debajo del 60% y los valores de ®psi son menores al
50%. La excepcién fueron las hojas crecidas en el ambiente luminico LB.800 que
presentan valores superiores a estos. Para una luz actinica de 850 umol fotones
m-2st, la mayoria de los valores de ®qp caen al 50% o menos, al igual que lo hace
el ®psii. Por Gtlimo, para una luz actinica de 1700 umol fotones m=s, todos los
valores de ®qp y Prsi se encuentran por debajo del 50%. Es importante recordar
gue las plantas crecidas en el ambiente LB. 800 y cuantificadas con una luz
actinica de 1700 umol fotones ms! no se incluyeron en el andlisis debido al alto
nivel de dafo del PSII.

Analizando la correlacién entre ®npq y Onporast €n virtud de la interaccidn
AL*LA, se puede observar que a medida que aumenta la intensidad de la luz
actinica se reduce la dispersion de los valores de correlacién entre el ®npg y
Onporast Observandose la mayor dispersion entre ambientes luminicos de
desarrollo a menores intensidades de luz actinica (figura 8). Este comportamiento
es similar al observado para la relacion ®esi y @gp analizadas bajo esta
interaccion.
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Para una luz actinica de 200 umol fotones m2 s, se registraron valores
de ®nro y Onprorast por debajo del 50% excepto en el invernaculo (Inv) donde la
distribucion fue més dispersa y se observan valores cercanos al 50%.
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Figura 8. Correlacion entre los parametros ®npq Y ®Pnrorast €n funcién de la
interaccion ambiente luminico-luz de excitacion del PSlI

En el caso de una luz actinica de 400 umol fotones m~ s1, se registraron
valores de ®npg Y Onrorast que superan el 50%. Para una luz actinica de 850
umol fotones m2 s, la mayoria de los valores de ®npgrast superan el 50%, al
igual que lo hace el ®npq. Por utlimo, para una luz actinica de 1700 umol fotones
m2 s todos los valores registrados se encuentran por encima del 50% para
ambos parametros ®Onpgrast Y Pnprq.

A patrtir de los analisis de correlacion se pudo establecer que la energia
destinada a la fase fotoquimica esta regulada por el grado de apertura de los
centros de reaccion (®Pqp) y que la energia disipada en forma de calor se hace de
manera regulada (Pnpgrast). Establecido que estos subparametros definen la
particion de energia en el PSIl se procedié a analizar la correlacion existente
entre estos en funcién de la interaccion AL*LA (figura 9). En el grafico se observa
gue a medida que aumenta la intensidad de la luz actinica se reduce la dispersion
de los valores de correlaciéon entre el ®nporast y €l Ogp Observandose la mayor
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dispersion en ambientes luminicos de desarrollo con bajos niveles de radiacion
evaluados a menores intensidades de luz actinica.
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Figura 9. Correlacion entre los parametros ®neorast Y ®Pgp €n funcion de la
interaccion ambiente luminico-luz de excitacién del PSII

Para una luz actinica de 200 umol fotones m?2 s, se registraron valores
de ®qp por encima del 50% y valores ®npqrast por debajo del 50% excepto en el
invernaculo (Inv) donde la distribucion fue mas dispersa y se observan valores
menores al 50% para ®qp. En el caso de una luz actinica de 400 umol fotones m-
2 571, se registraron valores para ®qp y Pnporast por encima del 50%. Ademas,
para este nivel de intensidad de luz actinica el ambiente luminico LB. 400 fue el
gue mostré6 mayor dispersion con valores hasta por encima del 80% para Qgp.
Para una luz actinica de 850 umol fotones m?2 s, la mayoria de los valores de
POnporast superan el 50%. Por el contrario, el parametro ®qp registra la mayoria de
los valores por debajo del 50%. Por Gtlimo, para una luz actinica de 1700 umol
fotones m? s todos los valores registrados se encuentran por encima del 50%
para el parametro ®npqrast y por debajo del 50% para el parametro @qp.
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2. Efecto del ambiente luminico de desarrollo de la hoja sobre la particion de
enerqgia del PSII en los distintos genotipos de Eucalyptus grandis

A partir de la identificacion de la interaccion AL*G como significativa se
procedié a analizar la relacién entre los distintos pardmetros que definen la
particion de energia en el PSII, segun los distintos genotipos (figura 10). Como
se observa en la figura 10, los procesos de particién de energia en cada ambiente
luminico dependen del genotipo de Eucalyptus grandis. Lo que muestra las
diferentes estrategias de estos genotipos frente al ambiente luminico.
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En la fila superior (A, B y C) se muestran los grafos correspondientes a HHK1C3 en invernéculo,
LB. 400 y LB. 800 respectivamente. En la fila inferior (D, E y F) se muestran los grafos
correspondientes a HHK2C5 en invernaculo, LB. 400 y LB. 800 respectivamente.

Figura 10. Grafos de correlacion entre subparametros de particion de energia
para cada genotipo segun ambiente luminico

Como se observa en la figura 10 existe una correlacion negativa entre
@gp Yy Dnprorast para los dos genotipos desarrollados en los tres ambientes
luminicos. Esto coincide con lo observado cuando se analiz6 el efecto de la
interaccion AL*LA sobre estos mismos parametros (figura 9).
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Los grafos Ay D describen las correlaciones entre los subparametros de
particibn de energia para los clones HHK1C3 y HHK2C5 respectivamente,
desarrollados en el ambiente invernaculo. En estos se puede observar que existe,
en ambos casos, una correlacion negativa entre los subparametros ®qs y ®no.
basal. Con esto se puede inferir que el rendimiento cuantico potencial del PSII
depende de las estructuras del RC. La diferencia entre los genotipos crecidos en
el ambiente invernaculo en cuanto a la correlacién en los parametros de particion
de energia es que el genotipo HHK1C3 (figura 10A) evidencia una correlacion
negativa significativa (R2= -0,7) entre ®no. basal y ®nrgsiow, mientras que para
HHK2CS5 esta interaccidn no fue significativa. A partir de la correlacién entre ®no.
basal Y ®nrosiow S€ puede inferir que en el caso del genotipo HHK1C3 el calor que
no puede ser disipado por la estructura del PSII genera dafo estructural de este
fotosistema. Esto no ocurre para HHK2C5. A partir de estos resultados se puede
inferir que el clon HHK1C3 presenta menos capacidad adaptativa en este
ambiente luminico que el clon HHK2C5.

Cuando se analiza la particién de energia de los genotipos desarrollados
en el ambiente luminico LB. 400 (figuras 10B y 10E) se observa que para el
genotipo HHK1C3 la energia que no puede ser disipada de manera basal debido
a la estrucutra del fotosistema, puede ser disipada de manera regulada. Esto se
observa a partir de la correlacién negativa entre ®npgrast Y Pno. basal (R2= -0,7).
Cuando se analizo la relacion entre el cierre de los centros de reaccion y la
disipacion térmica de manera basal (®gp y Pno. basal) S€ €ncontrd una correlacion
positiva (R2=0,8) lo cual indica que el nivel de apertura de los centros de reaccion
depende de la composicion estructural del PSII. Es importante remarcar, que el
genotipo HHK2C5 no tiene estos procesos de particién de energia del PSII para
una hoja desarrollada en el ambiente luminico LB. 400. Estos resultados
evidencian la mayor suceptibilidad al ambiente luminico de HHK1C3 respecto a
HHK2C5.

Por ultimo, cuando se analiza el efecto del ambiente luminico LB. 800
(figuras 10C y 10F) se observa que para el clon HHK1C3 se destacan
correlaciones entre los parametros ®no. psi Y Pgs (R2=0,9), entre Pqp Y Pno. basal
(R2=0,7) y entre ®gs y Pno. vasal (R2=-0,7). Lo que permite inferir que el proceso
fotoquimico de este genotipo depende en cierta medida de la capacidad de
disipacion térmica basal. A su vez, a diferencia del HHK1C3 el genotipo HHK2C5
muestra correlaciones negativas entre ®npqrast y Pgs (R2= -0,8) y entre Onporast
y ®no. basal (R= -0,7). Indicando que los procesos regulatorios de disipacion
térmica absorben el exceso de energia producto de la disminucion de la
disipacion basal o del rendimiento cuéntico potencial.
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D. PROPUESTAS

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se plantean una serie
de propuestas que permitirian profundizar en la caracterizacion de la actividad
fotosintética en Eucalyptus.

En primer lugar se considerd que evaluar los parametros de particion de
energia del PSIl es una buena herramienta para la seleccion de plantines con
mayor capacidad adaptativa a un ambiente luminico cambiante. Ademas el
control del ambiente luminico, a nivel de invernaculo, durante el desarrollo de los
plantines puede ser considerado como una estrategia de manejo para inducir
cambios en el desarrollo de los fotosistemas, permitiendo esto mejores niveles
de rustificacion cuando el plantin sea trasladado a condiciones de campo. Por
otro lado, seria enriquecedor desarrollar diferentes ambientes luminicos variando
la calidad espectral en lugar de la intensidad.

Al mismo tiempo, seria interesante estudiar qué mecanismos de
fotoproteccion actlan en estos clones, por ejemplo evaluar el ciclo de las
xantofilas podria ser util para cuantificar mecanismos de fotoproteccion. En este
sentido, se podria investigar si los plantines crecidos en un ambiente luminico de
alta intensidad al ser excitados con una luz actinica también de alta intensidad
presentan graves dafos en su fotosistema. Ademas, conocer especificamente
gue componentes de la cadena de transferencia de electrones se dafian podria
ser util para futuras investigaciones.

Por otro lado, un analisis que cuantifique las proteinas estructurales del
PSII clarificaria los procesos de fotoinhibicién que actiian en estos plantines.

Por ultimo, evaluar distintos clones de E. grandis permitiria comparar los
resultados obtenidos para la especie y tener mas informacién para reafirmar o
refutar las conclusiones a las que se llega en este trabajo.
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V. CONCLUSIONES

1. Elincremento en la intensidad de la luz actinica de excitacion provoca en
ambos clones de Eucalytpus grandis una disminucién de la energia destinada a
la fase fotoquimica.

2. Laenergia excedente fue disipada en forma de calor y de manera no basal
(DPnrQ).

3. Laenergia destinada a la fase fotoquimica (®psi) estuvo determinada por
el grado de apertura de los centros de reaccion (®Pqp).

4. La disipacion no basal de la energia (Pnrg) se dio de forma regulada en
ambos genotipos (Pnpgrast). Lo que indica que en los plantines estudiados, la
energia excedente fue manejada por los mecanismos de fotoproteccion, los
cuales cumplen un rol fundamental, disminuyendo al minimo el posible fotodafio.

5. El desarrollo de los plantines en un ambiente luminico de alta intensidad
como el de LB. 800, no sirvi6 para aclimatar los mismos frente a una alta
intensidad de energia de excitaciéon (1700 pmol fotones m? s1) sino que por el
contrario estos individuos fueron los Unicos que mostraron graves dafios en el
PSII.

6. En Eucalyptus la particion de energia del PSII depende de la interaccion
entre el genotipo y el ambiente luminico donde se dio el desarrollo foliar.

7. Las variaciones en la particion de energia encontradas entre los genotipos
se atribuyen a los parametros de disipacion basal, lo cuales se relacionan con la
estructura del PSII.



33

VI. RESUMEN

El objetivo del trabajo fue analizar la respuesta de la actividad fotosintética en
hojas de E. grandis, frente a cambios en el ambiente luminico. Se trabajo con
clones de interés comercial (HHK1C3 y HHK2C5), se utilizaron plantines de tres
meses de edad crecidos en invernaculo. Todas las plantas crecieron en
condiciones de invernaculo durante tres meses, luego de ese periodo las plantas
fueron trasladadas a los diferentes ambientes luminicos en los cuales se
desarroll6 la hoja donde se realizaron las mediciones de particion de energia. Se
estudio la particion de energia en el PSII para cuatro intensidades de luz actinica
(200, 400, 850 y 1700 pmol fotones m? s1) en tres ambientes luminicos
(invernaculo, LB. 400 y LB. 800). La particién de energia se calculdé en base a
tres parametros principales (®esi, ®Onpq, Pno) Yy Sus  correspondientes
subparémetros (q)qp Yy q)qs; OnPoFast Yy Onprosiow; Pno.  basal Yy Pno. psll)
respectivamente para cada caso. Ademas, se realizaron analisis de varianza para
establecer si hubo efecto significativo de alguno de los factores sobre los
parametros de particion y luego se procedié a estudiar las correlaciones
pertinentes. Los clones presentaron estrategias a nivel de particiébn de energia
del PSII que evidencian mecanismos de fotoproteccion eficientes, excepto para
aquellos crecidos en un ambiente luminico de alta intensidad (LB. 800) que al ser
excitados con una luz actinica de 1700 pmol fotones m=2s'! presentaron graves
dafios en su fotosistema. A su vez, se evidencid como para ambos genotipos
crecidos en los diferentes ambientes luminicos, frente a un aumento en la
intensidad de la luz de excitacion, la energia destinada a la fase fotoquimica
disminuyé. Mientras que, aquella energia excedente se disip6 en forma de calor
de manera no basal regulada. El estudio de las correlaciones entre los
parametros de particion de energia permitio identificar que para ambos clones, la
energia destinada al proceso fotoquimico estd determinada por el grado de
apertura de los centros de reaccion (®q) y no por el rendimiento cuantico
potencial (Pgs). Ademas, la particion de energia en el PSII resultd ser genotipo
dependiente ya que las correlaciones significativas entre los subparametros de
particion de energia fueron diferentes entre los clones en los tres ambientes
luminicos estudiados. Evaluar los parametros de particion de energia del PSll es
una buena herramienta para la seleccion de plantines de Eucalyptus con mayor
capacidad adaptativa ante ambientes luminicos cambiantes.

Palabras clave: Eucalyptus; Clon; Fotosintesis; Fluorescencia.
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VIl. SUMMARY

The objective of this work was to analyze the response of the photosynthetic
activity in leaves of E. grandis, against changes in the lighting environment. We
worked on clones of commercial interest (HHK1C3 and HHK2C5), with three-
month-old plants growing in a greenhouse. All the plants grew under greenhouse
conditions for three months, after that period the plants were transferred to the
different lighting environments in which the leaf of study was developed and where
energy partition measurements were made. The energy partition in the PSIl was
studied for four actinic light intensities (200, 400, 850 and 1700 pumol photons m-
2 s-1) in three light environments (greenhouse, LB. 400 and LB. 800). The energy
partition was calculated based on three main parameters (®psi, Pnro, Prno) and
their corresponding sub-parameters (Pgp and Pqgs; Dnporast and Pnpgsiow; Pro. basal
and Ono. psi) respectively for each case. In addition, analysis of variance was
carried out to establish if there was a significant effect of any of the factors on the
partition parameters, and then the pertinent correlations between them were
studied. The clones presented strategies at the PSII energy partition level that
show efficient photoprotection mechanisms, except for those grown in a high
intensity light environment (LB. 800) that, when excited with an actinic light of
1700 pmol photons m- 2 s-1 had serious damage to their photosystem. At the
same time, it was evidenced that for both genotypes grown in different light
environments, in the face of an increase in the intensity of the excitation light, the
energy destined to the photochemical phase decreased. Whereas, that surplus
energy was dissipated in the form of heat in a non-basal regulated manner. The
study of the correlations between the energy partition parameters allowed to
identify that for both clones, the energy destined to the photochemical process is
determined by how open or close the reaction centers are (®g) and not by the
potential quantum yield (®Pqs). Furthermore, the energy partition in the PSII turned
out to be genotype dependent since the significant correlations between the
energy partition subparameters were different between the clones in the three
lighting environments studied. Evaluating the energy partition parameters of the
PSIll is a good tool for the selection of Eucalyptus seedlings with greater adaptive
capacity to changing light environments.

Key words: Eucalyptus; Clones; Photosynthesis; Chlorofill fluorescence.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Firmas de fluorescencia de los genotipos HHK1C3 y HHK2C5 los cuales
presentaron graves dafios en su fotosistema, crecidos en el ambiente LB. 800
para una luz actinica de excitaciéon de 1700 umol fotones m2 st

piazza 800_LB_800 2_HHK1C3_3_Curva asc piazza 800_LB_800 7_MMK1C3_2_Curva asc

piazza 800_LB_800.6_HHK1C3_3_Curva asc

Figura 1. Firmas de fluorescencia para cuatro plantines del genotipo HHK1C3
crecidos en el ambiente luminico LB. 800 excitados con una luz actinica de 1700
umol fotones m2s?t



plazza 800_LB_800 8_HHK2C5_1_Curva asc

plazza 500_LB_B00 3_HHK2CS_2_Curva asc

Figura 2. Firmas de fluorescencia para cuatro plantines del genotipo HHK2C5
crecidos en el ambiente luminico LB. 800 excitados con una luz actinica de 1700
umol fotones m? st

Anexo 2. Tablas de verificacion de los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk
test) y homogeneidad de varianza (Levene test) con su respectivo analisis de
varianza (ANOVA) para los parametros de particion de energia ®psii, Pgp, Pnrg Y
DONPQFast

Opsii

plazza 800_LB_B00.5_HHK2CS5_3_Curva asc

Cuadro 1. Levene test para el pardmetro ®psii

Levene's test for homogeneity of variance

group

Df

15
62

F value

1,0075

Pr (>F)
0,4596




Cuadro 2. Shapiro-Wilk test para el parametro ®psi

Shapiro-Wilk normality test

W=0,98119 | p-value= 0,3037

Cuadro 3. ANOVA para el parametro ®psi

Mean Signif.

FVD Df |Sum Sq |Sq F value |Pr (>F) codes
ambiente luminico 1/0,07281|0,07281 | 15,5646 | 0,0002058 | ***
luz actinica 311,27506|0,42502 (90,8599 | <2,2e-16|***
genotipo 1|0,00005|0,00005| 0,0113|0,9155747
ambiente luminico:luz
actinica 3/0,06391| 0,0213| 4,554|0,0060071 |**
ambiente
luminico:genotipo 1(0,01783|0,01783| 3,8123|0,0553958 .
luz actinica:genotipo 3/0,01237(0,00412| 0,8817|0,4555695
ambiente luminico:luz
actinica:genotipo 3/0,00995|0,00332| 0,7091|0,5502152
Residuals 620,29002|0,00468

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°" 0.1 " 1

q)qp

Cuadro 4. Levene test para el parametro ®qp

Levene's test for homogeneity of variance

Df
Group 15
62

F value

0,8394

Pr (>F)
0,6315

Cuadro 5. Shapiro-Wilk test para el parametro ®qp

Shapiro-Wilk normality test

W= 0,98227 | p-value= 0,3504




Cuadro 6. ANOVA para el pardmetro ®@qp

Mean Signif.

FVD Df |Sum Sq|Sq F value |Pr (>F) codes
ambiente luminico 1/0,12584|0,12584 16,6006 | 0,0001334 | ***
luz actinica 311,41728|0,47243|62,3194| < 2,2e-16|***
genotipo 1/0,00086 |0,00086| 0,1137|0,7371556
ambiente luminico:luz
actinica 3]0,06223|0,02074| 2,7363|0,0510074|.
ambiente
luminico:genotipo 1{0,03954|0,03954| 5,2152|0,0258281 |*
luz actinica:genotipo 3/0,02735|0,00912| 1,2027|0,3162561
ambiente luminico:luz
actinica:genotipo 3/0,01502|0,00501| 0,6605|0,5795074
Residuals 62]0,47001|0,00758

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°" 0.1 " 1

Pneo

Cuadro 7. Levene test para el parametro ®npg

Levene's test for homogeneity of variance
Df F value Pr (>F)
Group 15 1,0501 0,4196
62

Cuadro 8. Shapiro-Wilk test para el parametro ®npg

Shapiro-Wilk normality test
W= 0,99226 | p-value= 0,9236




Cuadro 9. ANOVA para el parametro ®npo

Mean Signif.

FVD Df |Sum Sq |Sq Fvalue |Pr(>F) codes
ambiente luminico 1| 0,1858]| 0,1858 3,2839| 0,074806 | .
luz actinica 3| 17,4077 5,8026| 102,5418| < 2,2e-16 | ***
genotipo 1| 0,0217]| 0,0217 0,3830| 0,538272
ambiente luminico:luz
actinica 3| 1,0304| 0,3435 6,0699| 0,001086 | **
ambiente
luminico:genotipo 1| 0,8255|0,8255| 14,5873 0,000312|***
luz actinica:genotipo 3| 0,4109| 0,1370 2,4203| 0,074469|.
ambiente luminico:luz
actinica:genotipo 3| 0,0800| 0,0267 0,4710| 0,703596
Residuals 62| 3,5084| 0,0566

Signif. codes: 0 **** 0.001 *** 0.01 ** 0.05°" 0.1 " 1

OnPQFast

Cuadro 10. Levene test para el parametro ®nporast

Levene's test for homogeneity of variance

Df

Group

15
62

F value

0,9966

Pr (>F)

0,4702

Cuadro 11. Shapiro-Wilk test para el parametro ®nporFast

Shapiro-Wilk normality test

W= 0,98867 | p-value= 0,7241




Cuadro 12. ANOVA para el parametro ®nporast

Mean Signif.

FVD Df |Sum Sq|Sq Fvalue |Pr(>F) codes
ambiente luminico 1| 0,1802(0,1802| 3,9375|0,0516519|.
luz actinica 3115,6977|5,2326|114,3377| <2,2e-16|***
genotipo 1| 0,0275(0,0275| 0,6004|0,4413772
ambiente luminico:luz
actinica 3| 0,7818|0,2606| 5,6947|0,0016474 |**
ambiente
luminico:genotipo 1| 0,6488(0,6488| 14,1776|0,0003722 | ***
luz actinica:genotipo 3| 0,2329|0,0776| 1,6960|0,1770754
ambiente luminico:luz
actinica:genotipo 3| 0,0105|0,0035| 0,0766(0,9724103
Residuals 62| 2,8374/0,0458

Signif. codes: 0 “*** 0.001

**0.01™0.05 011




