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Resumen

En condiciones naturales los factores estresantes actian de manera simultanea (estres
multiple), siendo dificil reproducirlos en laboratorio, por lo que se hace necesario su estudio
bajo condiciones naturales. En el caso de la alta montafia canaria, cabe destacar entre los
factores estresantes la alta radiacion y las temperaturas extremas. Este Trabajo de Fin de
Grado contribuira a la caracterizacion de los mecanismos de especies endémicas canarias para
hacer frente a dichas condiciones. Se utilizo la fluorescencia de la clorofila como técnica
principal para caracterizar el comportamiento fisiologico de estas especies. El efecto de la luz
se evalu6é bajo dos condiciones de exposicion luminicas contrastadas, observandose una
plasticidad fenotipica en la mayoria de los parametros medidos en todas las especies. Echium
wildpretii y Spartocytisus supranubius presentaron las mejores adaptaciones a altas
radiaciones, mientras que Erysimum scoparium y Pterocephalus lasiospermus fueron las mas
sensibles. En cuanto a la resistencia a las temperaturas extremas, P. lasiospermus mostrd ser
sensible tanto a la congelacién como a las altas temperaturas. A pesar de llevar a cabo una
aclimatacion frente al frio, las bajas temperaturas mostraron ser un factor de riesgo potencial
para el desarrollo actual de esta especie.

Palabras clave: absortividad, estrés luminico, estrés térmico, fluorescencia, quenching.

Abstract:

In natural conditions, stressful factors work simultaneously (multiple stress), making its
reproduction unlikely under lab conditions, thus increasing the field studies importance.
Regarding canary’s mountains environment, its most important stressful factors are high
radiation and extreme temperatures. This bachelor’s thesis has the aim of contributing to the
description of the mechanisms developed by endemic species in order to deal with both
factors. Chlorophyll fluorescence was the main technic used for studying physiological
behaviors in this species. The light response was evaluated under two different conditions of
light expositions, finding grate variation in nearly all species studied. Echium wildpretii and
Spartocytisus supranubius showed the highest adaptation to high radiation, meanwhile
Erysimum scoparium and Pterocephalus lasiospermus were the most sensitive studied
species. In relation to extreme temperature resistance, P. lasiospermus was determined
sensitive to both freezing and high temperatures. Despite developing cold acclimatization,
low temperatures resulted in a potential risky factor for the development of this specie.

Key words: absorptivity, fluorescence, light stress, quenching, thermic stress.
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1. INTRODUCCION
1.1. CONCEPTO DE ESTRES MULTIPLE Y SU IMPORTANCIA EN ECOSISTEMAS
NATURALES

El concepto de estrés implica la presencia de cualquier factor externo a la planta, ya sea
biotico o abiotico, que ejerce una influencia negativa sobre su desarrollo 6ptimo (Azcon-Bieto
y Talon, 2000), el cual se determina en relacion con la supervivencia de la planta, su
produccién o por procesos primarios de asimilacion, como la fijacion de CO; y la nutricion
mineral (Taiz y Zeiger, 2002). Este concepto puede estar referido, ademas de al factor externo
estresante descrito anteriormente, al estado fisiologico o de respuesta de la planta frente al
mismo (Larcher, 2003).

En condiciones naturales rara vez un Unico factor estresante actia de forma aislada e
independiente de otros fendmenos, mas bien al contrario, normalmente las plantas se ven
forzadas a responder a eventos estresantes simultaneos o subsecuentes, fendmeno conocido
como estrés multiple. Esta respuesta dependera de numerosas condiciones ambientales, como
los ciclos circadianos, el cambio de estaciones e incluso de fendmenos de sinergia o
antagonismo con otros factores estresantes (Larcher, 2003). En algunos casos, pueden tener
lugar fendmenos de adquisicidn de resistencia, por el que la planta reduce el efecto perjudicial
del factor estresante, e incluso de co-resistencia en donde la influencia de un determinado

estrés puede aportar resistencia a otros agentes estresantes (Reigosa et al., 2003).

Por todo ello, la respuesta al estrés en ecosistemas naturales sera mucho mas real que aquellas
estudiadas en plantas desarrolladas bajo condiciones de laboratorio, en donde es dificil
simular un fendbmeno de co-resistencia tal y como tiene lugar en la naturaleza. Es aqui en
donde radica la importancia de realizar estudios de campo o de trabajar con muestras tomadas
en campo para comprender de una forma mas global e integradora la respuesta de las plantas a

estos estreses.

En los ultimos afios, los estudios de la fisiologia del estrés se han orientado a arrojar luz sobre
la respuesta fisiologica de las plantas ante el cambio climatico y el endurecimiento

consecuente de las condiciones de estrés.
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1.2. ALTA MONTANA EN EL CONTEXTO DEL CAMBIO CLIMATICO. ANTECEDENTES
PARA CANARIAS.

Los ecosistemas de alta montafia son particularmente sensibles a los efectos del cambio
climatico, los cuales actian mas rapidamente que en otros habitats terrestres (Kohler y
Maselli, 2009). El impacto del cambio climéatico sobre la vegetacion de alta montafia es
variable, ya que no existe un unico patron altitudinal de radiacion solar, precipitacion o
temperatura, sino que éstos varian entre los distintos sistemas montafiosos terrestres
dependiendo de la latitud, topografia y continentalidad (Korner, 1999; Martin et al., 2012).
Por ello, los mecanismos de adaptacion desarrollados por las plantas asi como la respuesta
futura ante el cambio climético predicho son igualmente variables. En ello radica la necesidad
de realizar estudios regionales, tanto climaticos como fisioldgicos, que aporten el
conocimiento necesario para modelizar, predecir y realizar las actuaciones de conservacion

mas adecuadas.

En Canarias se consideran ecosistemas de alta montafa a partir de los 2000-2200 m de altitud,
es decir, englobando a los pisos bioclimaticos supramediterraneo pluviestacional seco y
subhimedo y oromediterraneo pluviestacional seco, este ultimo a partir de 2900-3100 m
(Rivas-Martinez, 1995), presentes unicamente en las islas de Tenerife y La Palma. Ambos
pisos han sido confirmados como los més afectados por el cambio climético en toda Canarias,
con un calentamiento registrado en el Parque Nacional del Teide de 0,14 °C de media por
década (Martin et al., 2012). Como consecuencia del cambio climético, se espera un ascenso
altitudinal de los termotipos y una aridizacion de los ombrotipos (Del-Arco et al., 2008). Asi,
el retamar (Spartocytisetum supranubii Oberdorfer ex Esteve 1973) la comunidad climécica
de la serie Spartocytision supranubii Oberdorfer ex Esteve 1973 (Del-Arco et al., 2006),
podria verse abocado a la extincidn por ver limitado su ascenso con la juventud geoldgica del
territorio. Ademas, el aumento de las temperaturas podria inhibir fases del ciclo de las plantas
alpinas inducidas por las bajas temperaturas, como por ejemplo, la propia floracion, fenémeno

conocido como vernalizacion (Del-Arco et al., 2008).

Los estudios bioldgicos que se han realizado en el piso bioclimatico supramediterraneo seco
de la isla de Tenerife se han orientados a la elaboracion de catalogos fitosocioldgicos (eg.
Del-Arco et al., 2010) y al estudio de como factores abidticos determinan la abundancia
(Fernandez-Palacios, 1992) y distribucion altitudinal (Fernandez-Palacios y de Nicolas, 1995)
de las especies de alta montafia. Sin embargo, se han llevado a cabo pocos trabajos que

aborden este ecosistema desde un punto de vista fisioldgico (Lausi y Nimis, 1986; Kohler et
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al. 2005), recalcando la necesidad de realizar estudios fisioldgicos de las estrategias que
pueden poseer las plantas de alta montafia en Canarias para enfrentarse a un clima tan hostil

como lo es el de este piso bioclimatico.

1.3. DESCRIPCION BIOCLIMATICA Y TIPOS DE ESTRESES ASOCIADOS

El piso supramediterraneo se caracteriza por presentar un invierno tipicamente frio, con
temperaturas medias anuales de 6-10 °C, temperaturas maximas del mes mas friode 4a8°Cy
minimas de -5 a -2 °C. A estas bajas temperaturas hay que afiadir unas grandes oscilaciones
térmicas diarias y estacionales. De hecho, las estaciones meteorolégicas que presentan
mayores indices de continentalidad (I¢) en Tenerife se encuentran dentro del Parque Nacional
del Teide, alcanzando valores de I; de 14,8 en la estacién Realejos C.V/Portillo y en Santiago
del Teide-Chinyero, es decir, 14,8 °C de diferencia entre las temperaturas minimas y las
méaximas medias (Del-Arco et al., 2006). En lzafa, las temperaturas minimas absolutas méas
extremas registradas alcanzaron los -9,8 °C en febrero de 1971, mientras que las maximas
absolutas se corresponden con los 30,4 °C en julio de 1995.

A bajas temperaturas, las membranas celulares adquieren rigidez y la energia requerida para
activar procesos bioquimicos se incrementa, siendo la formacion de hielo y la rotura de
membranas el evento de mayor importancia en la supervivencia de una planta de alta montafa
(Larcher, 2003). Sin embargo, la presencia de hielo en el ambiente también puede adquirir un
papel protector como aislante térmico dependiendo del grosor y de la densidad de la capa de
hielo, ejerciendo por otro lado un efecto negativo por el incremento de la presion parcial de
CO, acompafado por una deficiencia en O, (Korner, 1999; Bannister et al., 2005). A
excepcion del riesgo de aplastamiento, los demés eventos no son importantes en este piso
supramediterraneo, ya que los eventos de congelacion no suelen prolongarse en gran medida

gracias a la alta insolacion y al deshielo.

A altas temperaturas se puede producir un dafio directo tanto en las proteinas como en las
membranas celulares. La desnaturalizacion de las proteinas y su consecuente pérdida de
funcionalidad puede solventarse mediante la sintesis de proteinas del choque térmico (HSP),
las cuales pueden restablecer la configuracién espacial adecuada de la proteina dafiada, o
mediante el reemplazo de proteinas termolabiles por isoenzimas mas estables. Por otro lado,
el incremento de la fluidez de las membranas conlleva a una pérdida del gradiente de
concentracion a través de las mismas, al deterioro de la funcion ATPasa y a la inactivacion del

PSII, entre otros. Esta pérdida de la integridad de las membranas puede compensarse
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mediante la inhibicidn de desaturasas, las cuales afiaden dobles enlaces a los acidos grasos,

disminuyendo de ese modo la fluidez (Reigosa et al., 2003).

Respecto a las precipitaciones, este termotipo esta combinado principalmente con un
ombrotipo seco y subhumedo, ya que soporta precipitaciones de 350-650 mm (del-Arco et al.,
2006), en ocasiones en forma de nieve o granizo. Bajo estos eventos de congelacion las
plantas sufren un estrés hidrico adicional, ya que no pueden captar el agua contenida en el
suelo, produciéndose la llamada desecacion invernal o “Winter desiccation” (Walter, 2003).
Incluso a valores de temperatura muy bajos pero positivos, la toma de agua se ve impedida
debido a un incremento de su viscosidad y a un descenso de la conductividad hidraulica de las
membranas de las células radiculares, cuya gravedad dependera de la especie y de su nivel de

adaptacion.

Otro factor limitante en este ecosistema es la alta radiacion, alcanzando valores de 500-1000
W/m?, la mayor de Espafia (www.aemet.es). En las plantas, altos niveles de radiacion
provocan fotoinhibicion y destruccion fotooxidativa del aparato fotosintético caracterizado
por una reduccion en la eficiencia de la utilizacion de la luz, es decir, moles de CO, fijados
por moles de fotones absorbidos (Foyer y Mullineaux, 1994). Sin embargo, algunas plantas
han podido desarrollar sistemas eficaces de disipacion de energia y/o sistemas antioxidantes
(pigmentos o enzimas antioxidantes) que les permitan lidiar con esos altos niveles de
radiacion (Streb et al., 1997).

Por otro lado, en este ecosistema hay que tener en cuenta las pobres condiciones edéaficas,
existiendo un predominio de los leptosoles, suelos jévenes y poco desarrollados (Rodriguez et
al., 2014). A esta escasez de acumulacion de nutrientes en el suelo también contribuyen las
numerosas rachas de viento. Aunque la velocidad media anual del viento sea de 6,82 m/s, el
namero de rachas de viento que superan los 55 m/s se encuentra en torno a 11 por mes, lo cual
implica que en esos momentos puntuales se produzca la pérdida de materia organica y se
perjudique de este modo el ciclo del carbono en este ecosistema.

Sin embargo, y a pesar de las condiciones extremas, las plantas vasculares han conseguido

colonizar y desarrollarse en estos pisos bioclimaticos.
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2. OBJETIVOS GENERALES

Este Trabajo de Fin de Grado (TFG) tiene como objetivo general realizar una contribucion al
conocimiento de los mecanismos llevados a cabo por diversas especies del supramediterraneo
en Canarias para hacer frente a dos de los principales factores estresantes presentes en este
ambiente: la alta radiacion solar y las temperaturas extremas. De esta forma se mejorara el
conocimiento de la fisiologia del estrés, utilizando plantas endémicas de Canarias hasta ahora

no estudiadas en este sentido.

Este objetivo general se llevara a cabo en dos ensayos independientes que se corresponden
con los dos tipos de estreses estudiados, cada uno de ellos abordados en un capitulo. Es en

estos en donde el objetivo general se desglosara en seis objetivos especificos.
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3. METODOLOGIA GENERAL
3.1. LUGAR DE ESTUDIO Y MATERIAL VEGETAL

Este TFG se desarroll6 en el Parque Nacional del Teide, en las inmediaciones de El Portillo, a
2070 m de altitud. La vegetacion mas representativa se encuentra constituyendo comunidades
propias de Spartocytision supranubii sigmetum Oberdorfer ex Esteve 1973, denominados de
forma genérica como matorrales de cumbre. En Tenerife, estos matorrales son 1) el retamar
(Spartocytisetum supranubii), el cual se combina con el tajinaste rojo (subas. Echietosum
wildpretii P.Schénfelder in P.Schonfelder & Voggenreiter 1994) y con el codeso (facies de
Adenocarpus viscosus subsp. viscosus Esteve 1973 nom. mut. propos.), 2) el matorral de
alheli y rosalito de cumbre (Erysimo scoparii-Pterocephaletum lasiospermi Rivas-Martinez et
al. 1993) y 3) la comunidad de violetas (Violetum cheiranthifoliae Rivas-Martinez et al.
1993) (Del-Arco et al., 2006b). La vegetacion potencial climatéfila predominante es la del
retamar, aungque mayoritariamente se ha visto reemplazada por el matorral de alheli y rosalito
de cumbre, el cual se ha expandido considerablemente en los Gltimos afios (comunicacion

personal de técnicos del Parque Nacional del Teide).

Como representantes de las comunidades climatofilas anteriormente descritas, se
seleccionaron seis especies para ser estudiadas en este TFG: el tajinaste (Echium wildpretii
Pearson ex Hook. f.), el alheli (Erysimum scoparium (Brouss. ex Willd.) Wettst.), el rosalito
de cumbre (Pterocephalus lasiospermus Link ex Buch), el codeso (Adenocarpus viscosus
(Willd.) Webb & Berthel.), la retama (Spartocytisus supranubius (L. f.) Christ ex G. Kunkel)

y la fistulera (Scrophularia glabrata Aiton), todas ellas especies endémicas de Canarias.

3.2. PRINCIPIOS GENERALES DE LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA A
La fluorescencia de la clorofila “a” ha sido utilizada desde la década de los 80 como una
medida indirecta y no destructiva del estado funcional de la planta. Se fundamenta en las
distintas vias que puede seguir el flujo de energia foténica al alcanzar una hoja (Fig. 1): 1)
conversion cuantica fotosintética (fotoquimica), 2) disipacion de energia en forma de calor y
3) reemisién de energia en forma de fluorescencia por parte de la clorofila a (Walker, 1987).
La primera via se corresponde con la canalizacion de la energia mediante la cadena de
transporte electrénico para generar poder reductor y ATP que posteriormente sera utilizado en
la fijacién de CO, en el ciclo de Calvin. La segunda via hace referencia a procesos de
disipacion de energia como los que tienen lugar en los carotenoides, pigmentos fotosintéticos

que permiten tolerar un excedente de energia, evitando de esta forma el dafio oxidativo. Y
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finalmente, el Gltimo proceso se basa en la

reemision de energia a una longitud de onda

mayor (685 nm) que la correspondiente al pico

Fotoquimica

(Walker, 1987; Azcon-Bieto y Talon, 2000;
Larcher, 2003; Walter, 2003).

de absorcion del fotosistema Il (PSII, 680 nm) /@&

Disipaciéon
/ P

por calor

Emision de
florescencia

La fraccion de energia que es disipada por la via
de la fluorescencia in vivo es relativamente
pequefia, del 3-5% de la energia total incidente

Figura 1. llustracion esquematica de los tres
(Azcon-Bieto y Talon, 2000). A pesar de ello, al ~ procesos competitivos de disipacion del exceso

. o de radiacion: fotogquimica, calor y fluorescencia.
ser estas vias procesos competitivos, el
conocimiento de la contribucion aportada por la fluorescencia permite indirectamente conocer
la contribucion de las otras dos a partir de mediciones rapidas y no destructivas de la

fluorescencia.

En una hoja iluminada, los procesos de captacion de luz, canalizacion hacia el PSII (P680) y
reduccion del pool de plastoquinonas (ciclo Q) (Fig. 2) son mucho mas rapidos que los pasos
posteriores en la cadena de transporte electronico, por lo que se tiende a producir una cierta
acumulacién de quinonas reducidas (plastohidroquinonas) a la espera de ser oxidadas por el
siguiente aceptor de electrones. Consecuentemente, aquellos centros de reaccion del PSII
cuyas quinonas estén reducidas no podran, temporalmente, canalizar mas energia procedente
de las antenas, lo que conlleva a un aumento en la emision de fluorescencia y disipacion de
esa energia. Estos centros de reaccion reciben el nombre de centros “cerrados” (reducidos), en
contraposicion a los centros “abiertos” (oxidados), que si son capaces de procesar energia y

reducir de ese modo la emision de fluorescencia (Azcon-Bieto y Tal6n, 2000).

En una hoja previamente adaptada a oscuridad la via de disipacion por calor estara inactivada
y todos los centros de reaccion estaran abiertos. Al iluminar el material con la luz de medida
la proporcién de centros de reaccién cerrados sigue siendo practicamente nula. La luz de
medida es lo suficientemente débil (<200 umol de fotones-m?.s™) para no inducir el
transporte electronico y lo suficientemente alta para registrar el nivel minimo de florescencia,
denotado como Fy. Es entonces cuando se aplica un pulso saturante de alta intensidad (3000
umol-m2-s™) durante un periodo muy corto de tiempo (< 1 s), de modo que los centros de

reaccion se cierran y al no poder ceder los electrones al siguiente aceptor, permanecen
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cerrados haciendo que la emision de fluorescencia se incremente a su nivel méximo, denotado
como Fn. La fluorescencia variable F, no es més que la diferencia entre Fy, y Fo. De esta
forma se obtiene el pardmetro F./Fn, cuyos valores dptimos varian entre 0,75 y 0,85 y que
representa el rendimiento cuantico maximo del PSII, ya que al estar inactivada la via de la
disipacion por calor, la F, es equivalente a la energia maxima que puede ser canalizada por la
via fotoquimica (Schulze y Caldwell, 1995; Azcon-Bieto y Tal6n, 2000; Lichtenthaler et al.,
2005; Murchie y Lawson, 2013).

Lamela grana

Estroma
ATP

Lamela estromatics

e T Lumen
LHCII + PSII Citbgf PSI + LHCI ATPasa

Figura 2. llustracién esquematica de los cuatro complejos enzimaticos insertados en la membrana tilacoidal del
cloroplasto indicando la transferencia y el flujo de electrones y protones. Las membranas dibujadas corresponden
a una seccién que incluye parte de la lamela grana y parte de la lamela estromatica. El ciclo Q al que se hizo
alusion anteriormente tiene lugar en el citocromo bgf. La plastoquinona (PQ), una molécula anfipatica y movil a
través de la membrana, requiere de dos electrones para reducirse a plastohidroquinona (PQH,), ralentizando de
ese modo su oxidacion y liberacion al pool de plastoquinonas, asi como el flujo inicial de electrones por la
cadena de transporte energético al aplicar un pulso de saturacién (Azcon-Bieto y Tal6n, 2000).

Por el contrario, en una hoja no adaptada a oscuridad la via de disipacion por calor si esta
activada, por lo que tras medir la fluorescencia (denotada en este caso como F’) e
inmediatamente después aplicar un pulso saturante de luz, la fluorescencia solo se
incrementara hasta alcanzar la llamada fluorescencia méxima aparente (Fn’), cuyo valor
siempre sera menor a la F. La diferencia entre F,” y F’, relativizado a Fy’ es lo que se
conoce como rendimiento cuantico actual del PSII, denotado como Y (1), cuyos valores seran
siempre menores a los de F./Fn, dependiendo de la contribucion de esa via de disipacion por
calor (Schulze y Caldwell, 1995; Azcon-Bieto y Talon, 2000; Lichtenthaler et al., 2005;
Murchie y Lawson, 2013).

A partir de estos valores de fluorescencia fundamentales se pueden obtener numerosos
parametros que de una forma indirecta aportan informacion relevante acerca del estado

fisioldgico de la planta, asi como de los distintos procesos que estan teniendo lugar en ella.
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3.3. PARAMETROS UTILIZADOS Y METODOS
A continuacién se enumeran y explican los distintos parametros calculados en este TFG

(Tabla 1), asi como el procedimiento metodolégico necesario para obtenerlos.

Cinética de Kautsky (Fig. 3)
Si tras haber alcanzado la Fr, y obtenido el valor

F./F, se mantiene constante una luz saturante, la

fluorescencia  decrece  asintoticamente  como  F.A

.-.:E'd

consecuencia, en primer lugar, de una activacion de

la cadena transportadora de electrones (oxidacion y

apertura de los centros de reaccion) y un incremento F F
i s

de la asimilacién de CO, y del consumo de NADPH T = 1 3 1 3

Oscuridad Tiempo de irraciacion (min)  Oscuridad

y, en segundo lugar, de la activacion de los sistemas

Figura 3. Cinética de Kautsky (adaptado de

de disipacién por calor. Tras 3-5 minutos de Lichenthaler et al., 2005).

exposicion a esta luz saturante la fluorescencia

alcanza el llamado estado estable (Fs), en donde los centros de reaccion cerrados y abiertos se
encuentran en equilibrio (mismas tasas de oxidacion y reduccién). La diferencia entre Fr, y F
es el descenso de la fluorescencia (Fq) y su relativizacion a Fs es el ratio de descenso de la
fluorescencia (Rrg), también conocido como Vitality Index (Lichenthaler et al., 2005). Este
pardmetro, junto con F,/Fp, aporta informacion relevante acerca del estado fisioldgico de la

planta.

Curvas de induccion y recuperacion (Fig 4).

Si tras haber alcanzado la Fr, y obtenido el valor F,/Fn, se mantiene constante una luz no
saturante, nuevamente se producira un descenso de la fluorescencia, en este caso conocido
como quenching. A este descenso estan contribuyendo competitivamente las dos primeras
vias de uso de la energia luminosa, de modo que se pueden diferenciar el quenching
fotoquimico (ge) y el no fotoquimico (qn) dependiendo de los procesos fisioldgicos
implicados (primera y segunda via, respectivamente), ambos complementarios y cuyo

sumatorio es igual a la unidad. gy = (Fm-Fm’)/(Fm’-Fo’)



METODOLOGIA GENERAL

= fm  Figura 4. Esquema de una curva de
induccion y recuperacion. La Fq es
inducida mediante una luz muy débil,
la luz de medida (ML). Al aplicar un
pulso saturante la fluorescencia se
incrementa y alcanza la F,. Si tras

Fo
i
ML

Pulso AL on Pulso

aplicar este pulso se mantiene una luz

no saturante continua (AL on), se

!
>
!

realizard una curva de induccién

I bttt

20-30 min

> tipica, en donde la fluorescencia (F’)
va descendiendo asintéticamente debido a la canalizacién de la energia en la cadena de transporte electrénico. Si
nuevamente se aplica un pulso durante esta fase, se obtendra F,’. Al final de la curva de induccién, (tras 5 min
aproximadamente) la luz se apaga y se obtiene Fy’, a partir del cual comienza el periodo de recuperacion.
Durante este periodo se aplican pulsos saturantes distantes para medir la recuperacion de F, y los componentes

del quenching no fotoquimico (adaptado de Murchie y Laeson, 2013).

Un pardmetro similar al gN y que también esta altamente correlacionado con los procesos de
disipacion de energia es el NQP, denominado también quenching no fotoquimico pero
determinado a partir de la formula: NPQ = (Fn.Fn’)/Fr’. Para calcular el valor de NPQ es
necesario aplicar pulsos de saturacién durante la curva de induccion y registrar Fy’. La
diferencia entre F, y Fy’ relativizado a Fr,” es la forma de obtener NPQ (Lichtenthaler et al.,
2005). Es de interés calcular este parametro, ya que a partir del mismo se puede inferir
numerosos procesos fisioldgicos implicados, los cuales se han dividido en tres componentes:
(1) el componente energético (ge) esta relacionado con procesos de activacion rapida como el
establecimiento del gradiente de pH y la acidificacién del lumen necesario para la activacién
del ciclo de las xantofilas o ciclo VAZ, (2) el componente de transicion (qr) incluye la
fosforilacion del complejo antena LHC y su movilizacién del PSII al PSI, y (3) el componente
inhibitorio (q;) estd causado por un dafio de los sistemas fotosintéticos, siendo el més
frecuente de ellos la destruccion de la proteina D1, la cual es un constituyente importante en
el PSII (Taiz y Zeiger, 2002).

Para discernir que componentes y qué procesos fisioldgicos estan contribuyendo en mayor
proporcion al NPQ se realizan mediciones de recuperacion una vez finalizada la curva de
induccion y desactivada la luz continua. Al aplicar pulsos de luz saturantes distanciados en el
tiempo en esta fase de recuperacion, la Fn, cada vez va incrementandose hasta alcanzar la F,

inicial, la cual se corresponde con una adaptacion a oscuridad completa e inactivacion total de
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los procesos de disipacion por calor. Dependiendo de esta velocidad de “relajacion” o
inactivacion una vez terminada la curva de induccién, se pueden diferenciar los tres
componentes de qn. Aproximadamente, ge se relaja muy rapidamente entre 2-5 min de
recuperacion, qr requiere entre 12-20 min y @, puede tardar varias horas o incluso dias,
dependiendo del grado de fotoinhibicidn. Se asume que estos componentes son excluyentes,
de modo que gn = ge + gt + g, (Lichtenthaler et al, 2005; Lambrev, 2007; Rohéacek, 2010).

[luminacion con Ry NIR

La absortividad de una hoja se define como el porcentaje de luz que alcanza los fotosistemas
en relacion con la luz total incidente (Carter y Knapp, 2001). Para calcularla es necesario

iluminar la planta con luz roja (R, 660 nm) e infrarrojo cercano (NIR, 780 nm).

La luz a 780 nm no es absorbida por los pigmentos fotosintéticos, mientras que la luz roja si,
dependiendo de la presencia de estructuras o sustancias reflectantes, asi como de la estructura
interna del mesdfilo o de la disposicion de los cloroplastos (Woolley, 1971). De modo que si
ambas luces se emiten con la misma intensidad, es posible calcular el porcentaje de luz
fotosintéticamente activa emitida que es reflejada por la hoja (R/NIR), siendo por lo tanto la
absortividad calculada como Abs = 1- R/NIR. Al medir este pardmetro se evita la asuncion de

un valor convencional de 0,84 para las diferentes especies estudiadas.

Curvas rapidas de luz (RLC).

W
[

Las RLCs (Fig. 5) se llevan a cabo haciendo

ETR jpax Fotoinhibicion

B
(=)

incidir de forma continua intensidades de

8}
=

luz crecientes y constantes en intervalos de

50 s. Esta intensidad se cuantifica como

“AQE
PPFD PPFD;

ETR (umol-m2-s’!)
_ N
oS O

densidad de flujo fotonico (PPDF, en umol

()

de fotones:m?.st). Al final de cada 0 500 1000 1500 2000

intervalo, un pulso de saturacién permite PPFD (umol-m™-s)

obtener la Fy’ y calcular el Y(II). Sin  Figura 5. Ejemplo de RLC para Pterocephalus

. .. ) lasiospermus. AQE se corresponde con la pendiente
embargo, la informacién mas relevante que  de la curva, PPFD; con el punto de inflexion y PPFD,
con el punto en el que comienza a descender ETR.

pueden aportar las RLCs no proviene del
Y(II) por si mismo, sino del célculo de la tasa de transporte electronico (ETR) para cada

intensidad luminica segun la formula ETR = PPDF x Abs x 0.5 x Y(Il), es decir, la cantidad
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de luz alcanzada realmente por el PSII que es utilizada en procesos fotoquimicos (White y
Critchley, 1999).

A partir de estos valores de ETR se pueden obtener otros pardmetros de interés, como el ETR

méaximo alcanzado (ETRnax), la intensidad luminica a la cual se satura el PSIl (PPFD;) o se

fotoinhibe (PPFD;), asi como la eficiencia cuéantica aparente (AQE, pmol de fotones-m™.s°

1

canalizados hacia procesos fotoquimicos por cada pmol de fotones-m?.s™ que alcanza el

PSII).

Tabla 1. Resumen de los pardmetros utilizados:

Método Parametros Definicion
Cinética de | FJ/Fy, = (Fu-Fo)/Fi Rendimiento cuantico maximo del PSII.
Kautsky Fs Fluorescencia en el estado estable.
Rig = (Fim - Fs)/Fs Vitality index o ratio de descenso de la fluorescencia.
Curvas de | F/Fn, Rendimiento cuantico maximo del PSII.
induccién y | gp = (Fn-F)/(F’-Fo”) Quenching fotoquimico

recuperacion

an = (FmFm’)/(Fm’-Fo’)

NPQ = (N\F/Fw)/Fm’ = qe + gt + q
nFt=Fmn— Frt

de = (\F1- NFO)/F,

gr = (\F5-NF20)/F,

o1 =nF20/Fy = 0On - Qe - O

Quenching no fotoguimico.

Fluorescencia maxima variable en un momento t.
Quenching energético.
Quenching de transcision.

Quenching fotoinhibitorio.

Huminacion Abs = 1- R/NIR Absortividad o porcentaje de luz incidente que es
conRyNIR absorbida por los pigmentos fotosintéticos.
Curvas Y(I) = (Fy’-F)/Fy’ Rendimiento cuéntico efectivo del PSII.

rapidas de luz

ETR = PPDF-Abs-0,5-Y(I1)
PPDF,

PPDF;

AQE

Tasa de transporte electrénico.
Densidad de flujo fotdnico saturante.
Densidad de flujo foténico inhibitorio.

Eficiencia cuantica aparente.

3.4. FLUORIMETROS UTILIZADOS
En este TFG se han utilizado dos fluorimetros: MINI-PAM e IMAGING-PAM (Walz GmbH,

Effeltrich, Alemania). Ambos son capaces de modular la intensidad luminica aplicada y de

detectar la fluorescencia reemitida por la clorofila a, discerniéndola de la luz ambiental, lo

cual permite realizar medidas de campo, incluso bajo mediodia solar.
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Sin embargo poseen distintos sistemas dpticos de emision. EI MINI-PAM utiliza un sistema
de fibra Optica que emite una luz de medida roja (650 nm) y una luz modulada blanca (400-
700 nm), mientras que el IMAGING-PAM esta provisto de LEDs que emiten luz azul (470
nm), luz roja (660 nm) e infrarrojo cercano (NIR, 780 nm). Ademas, el IMAGING-PAM,
posee la capacidad de realizar un escalado cromatico a distintos parametros calculados a partir
de la fluorescencia de la clorofila y que se explicaran posteriormente, de modo que se obtiene
una imagen de la hoja medida en donde cada pixel esta asociado a un valor y coloreado segln
el mismo. Esto permite un estudio mas detallado del efecto de factores estresantes, ya que en
lugar de elegir ciegamente un punto al azar en la hoja, como ocurre con el MINI-PAM, se
puede tener en cuenta la heterogeneidad de la misma en toda el area.

Figura 6. Fluorimetros utilizados en este estudio. lzquierda: IMAGING-PAM; centro: MINI-PAM; derecha:
imagen escalada a los valores de F, de S. glabrata con IMAGING-PAM.
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4. ENSAYO I: MECANISMOS DE RESPUESTA AL ESTRES LUMINICO
4.1. INTRODUCCION

Los tejidos fotosintéticos poseen distintos mecanismos de fotoproteccion que les permiten
soportar un exceso de luz y evitar un dafio fotooxidativo, es decir, evitar la oxidacion
destructiva de la célula como consecuencia de la produccidn excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Taiz y Zeiger, 2002).

El primer mecanismo desarrollado consiste en evitar la absorcion de la luz mediante la
acumulacién de sustancias y/o estructuras reflectantes (ceras, sales, pelos, etc.), la reduccion
del angulo de inclinacion del limbo de las hojas respecto a los rayos luminosos, el ajuste del
contenido de clorofilas y del tamafio de las antenas colectoras de luz, la sintesis de
antocianinas y/o el movimiento y distribucién de los cloroplastos.

Si este mecanismo no es suficiente, el exceso de radiacion absorbida puede disiparse en los
complejos antena mediante fluorescencia o mediante procesos no fotoguimicos, es decir,
reacciones quimicas dependientes de energia luminosa que no forman parte de la cadena de
transporte electronico de la fotosintesis y que por lo tanto no conllevan a la formacion de ATP

y poder reductor, como el ciclo de las xantofilas (Streb et al., 1997).

La radiacion que no es disipada mediante los mecanismos anteriormente descritos es
canalizada hacia procesos fotoquimicos. Sin embargo, un exceso en la sintesis de ATP y
NADPH puede conllevar a un bloqueo en la transferencia electronica, asi como un incremento
en la formacion de ROS. Para solventar este problema, las células vegetales pueden
incrementar el metabolismo para consumir ambos productos a través del aumento de la
actividad enzimatica de la RuBisCo, de la fotorespiracion y/o de reacciones dependientes de

NADPH, como la reduccién de nitratos o la reaccion de Mehler.

Si, a pesar de ello, el incremento en la produccion de ROS es inevitable, es necesaria la
activacion de sistemas antioxidantes, los cuales estan constituidos tanto por enzimas como por

pigmentos y otros compuestos antioxidantes.

Si los sistemas antioxidantes no son suficientes, el dafio oxidativo puede retrasarse mediante
una alta tasa de recambio de la proteina D1, siendo de hecho la proteina mas sintetizada del
planeta (Taiz y Zeiger, 2002)

Finalmente, el fracaso de todos los mecanismos descritos anteriormente puede dar lugar al

estrés oxidativo, en el que las especies reactivas de oxigeno producen peroxidacion de lipidos,
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oxidacion de proteinas, dafios al material genético, blanqueamiento de pigmentos y otros
procesos destructivos para la célula.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A la hora de entender como las plantas de alta montafia son capaces de adaptarse a la alta
radiacion solar es necesario estudiar qué mecanismos han desarrollado para enfrentarse al
estrés luminico, asi como la versatilidad de los mismos, de modo que se han descrito los

siguientes objetivos especificos:

1) Determinar la absortividad de las hojas o tallos fotosintéticos de las especies
estudiadas.

2) Evaluar la capacidad de cada una de estas especies de disipar un excedente de energia
en forma de calor a través del analisis del quenching no fotoquimico (gn) y de sus
componentes qy, gr Y qi.

3) Delimitar las tasas de transporte electronico maximas (ETRmax), las densidades de
flujo foténico saturantes (PPDF;) y fotoinhibitorias (PPFD;), asi como la eficiencia
cuantica aparente (AQE) alcanzadas para cada especie.

4) Analizar la versatilidad de los parametros anteriores ante diferentes exposiciones

luminicas.

4.3. AREA DE ESTUDIO Y DISENO EXPERIMENTAL
4.3.1. AREA DE ESTUDIO

El area en donde se llevo a cabo esta
parte del TFG (Fig. 7) se encuentra
en el Centro de Visitantes del
Parque Nacional del Teide, situado
a 2.070 m de altitud, dentro de las
instalaciones que el parque tiene
asignadas para la recuperacion y

conservacion de algunas de las

especies del matorral de alta

montafa. Figura 7. Centro de Visitante del Parque Nacional del Teide.

En esta parcela los ejemplares de

estudio, provenientes de los semilleros del centro, fueron plantados en macetas y depositados
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en dos zonas con radiaciones contrastadas: el grupo experimental denotado como EXPs, se
dispuso bajo un dosel artificial que implicé una reduccion de la radiacion global de un 50 %,
mientras que el grupo EXPigo se localizé en una zona totalmente expuesta. Cada grupo
experimental consta de 3 réplicas de las seis especies estudiadas, las cuales se diferenciaron
Unicamente en la exposicion a la alta radiacion a la que se vieron sometidos desde el 26 de
septiembre del 2012. Las plantas fueron diariamente regadas para eliminar el efecto de un

estrés hidrico adicional.

4.3.2. EXPERIMENTO 1: Determinacion de la absortividad foliar

En este experimento se midieron los valores de Abs de las seis especies estudiadas utilizando
el fluorimetro IMAGING-PAM. Cada especie estuvo representada por los dos grupos
experimentales descritos anteriormente: EXPsy y EXP1q, cada uno de los cuales a su vez
constituidos por 3 individuos, de las que se muestred un “n” minimo de 10 hojas. En todos

los casos, se seleccionaron hojas adultas y en buen estado para homogeneizar el muestreo.

Las comparaciones entre los valores de Abs se realizaron tanto para los distintos grados de
exposicion, como para las distintas especies de cada grupo experimental. Ademas, se testo si
los valores de absortividad medidos en cada caso se ajustan a un valor convencional de 0,84.

4.3.3. EXPERIMENTO 2: Curvas de induccion y recuperacion.
Con el objetivo de comparar si existen diferencias en la capacidad de disipar el exceso de
energia en forma de calor a diferentes condiciones de exposicion luminica y entre especies, se
realizaron curvas de induccién y recuperacion con el fluorimetro MINI-PAM, determinando
los valores de gy Yy de los componentes gg, gr y ;. Cada curva consistio en un primer pulso
saturante en hojas adaptadas previamente a 30 min de oscuridad para obtener los valores de Fy
y Fm. Cuarenta segundos después, se activé una luz no saturante (750 pmol-m™?-s™, luz roja a
620 nm) durante 8 min, repitiendo los pulsos de saturacion cada 40 s. Transcurrido ese
tiempo, la luz se apagd y se realizaron 7 pulsos de luz a los 30, 90, 210, 510, 1110, 1200 y

1800 segundos de oscuridad para determinar la dinamica de recuperacion.

En este caso, el nimero de réplicas fue 3 y se correspondié con el nimero de plantas

presentes para cada especie en cada grupo experimental.



ENSAYO I: MECANISMOS DE RESPUESTA AL ESTRES LUMINICO

4.3.4. EXPERIMENTO 3: Curvas répidas de luz (RLC)
Con el objetivo de obtener los pardmetros ETRmax, PPFDs, PPFD; y AQE, se llevaron a cabo
RLCs utilizando el IMAGING-PAM. Con este fluorimetro se sometieron hojas no adaptadas
totalmente a oscuridad a 20 intensidades distintas de luz (10, 21, 30, 41, 57, 76, 103, 134, 165,
205, 249, 298, 371, 456, 581, 725, 923, 1175, 1465 y 1856 pmol-m™?.s™, luz azul 740 nm)
durante 50 s cada una. Tras cada intervalo de tiempo se aplicd un pulso saturante de luz y se

determinaron los valores de F’ y Fp,’, con los que se calcul6 el ETR.

A partir de la curva ETR/PPFD (Fig. x) se aplico el programa Photosynthesis Assistant
Version 1.1 (Dundee Scientific, Dundee, Reino Unido), mediante el cual fue posible obtener
los pardmetros ETRmax, PPFDs y AQE. El parametro PPFD; se obtuvo mediante la derivada de

una ecuacion polindmica ajustada a la curva de ETR (Microsoft Excel, 2010).

4.35. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se realiz6 con el programa IBM SPSS Statistics version 21 (IBM,
EE.UU.) con un nivel de confianza del 95 % (o = 0,05). En todos los casos se testo y aceptd la

hipotesis de normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

A la hora de comparar cualquiera de los parametros medidos entre los dos grupos
experimentales EXPso y EXP1go para cada especie, se realizd un T-test para dos muestras
independientes, el cual incluye una prueba de Levene para la igualdad de varianzas. En
muchos casos, no se aceptd la hipotesis de homocedasticidad, aunque esto nunca cambi6
decisivamente el resultado del p-valor.

Para realizar comparaciones entre medias de un mismo parametro entre especies distintas del
mismo grupo experimental se aplicé un ANOVA de una via con un post hoc de Duncan o un

test no paramétrico, el T2 de Tamhane, segln se cumpliera la hipdtesis de homocedasticidad.

El andlisis de la desviacién de los valores de Abs para cada especie y grado de exposicion del

valor estandar 0,84 se llevd a cabo mediante T-test para una muestra.

4.4, RESULTADOS
44.1. EXPERIMENTO 1: Determinacién de la absortividad foliar

En los valores de Abs obtenidos se observaron diferencias entre las seis especies estudiadas y
entre los dos grados de exposicion (Fig. 8). Todas las especies mostraron una reduccion

significativa de Abs en condiciones de EXP1q, a excepcion de A. viscosus. La especie que
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mostré un porcentaje de reduccion mayor entre ambos grados de exposicién fue P.

lasiospermus con un 22,34 % de reduccion. Ademas, esta especie alcanzé la Abs mas baja en

EXP100 con un valor de 0,64 seguida de E. scoparium y E. wildpretii, mientras que S.

supranubius, A. viscosus y S. glabrata presentaron

los valores mas altos. Bajo EXPs, fue E.

wildpretii el que presentd valores menores de Abs, siendo S. subranubius y S. glabrata los

que alcanzaron mayores valores de Abs.

Todos los valores de Abs resultaron ser distintos al valor convencional de 0,84, a excepcion

de S. glabrata bajo EXPs. Asimismo, en el resto de las especies, las diferencias consistieron

en una reduccion de la Abs respecto a este valor convencional, a excepcion de S. supranubius

bajo EXPso, cuya Abs resultd ser significativamente mayor que 0,84 tanto en hoja como en

tallo.

0,92
0,84
0,76

2 068
06
0,52
0,44 : : : : : - -

Figura 8. Valores de absortividad de las seis
especies estudiadas para EXPsy (gris) y EXPigg
(amarillo). El valor de absortividad convencional
de 0,84 se resalta con una linea roja discontinua.
*: diferencias significativas entre EXP1qy Y EXPs,.
Letras mayusculas: diferencias significativas entre
especies del grupo EXPs. Letras mindsculas:
diferencias significativas entre especies del grupo
EXP1go. p-valor < 0,05.

4.4.2. EXPERIMENTO 2: Curvas de induccion y recuperacion

Se observaron comportamientos variables en gy
segun el grado de exposicion y de la especie (Fig.
9). Los valores de qy fueron significativamente
mas altos bajo EXPso en P. lasiospermus y S.
glabrata, mientras que S. supranubius muestra un
gn mayor en EXP1g9, N0 observandose diferencias
significativas en el resto de las especies. Los

valores méas altos de qn se
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encontraron en P. lasiospermus
a EXPsy y S. supranubius a

EXP100, ambos por encima de

Figura 9. Valores de qn (EXPip: amarillo; EXPsy: gris). *:
diferencias significativas entre EXP100 y EXP50. Letras
mayusculas: diferencias significativas entre especies del grupo
EXP50. Letras minGsculas: diferencias significativas entre especies
del arupo EXP100. p-valor < 0.05.
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0,8, mientras que los valores mas bajos se encontraron en S. glabrata de EXPip Yy E.

scoparium, con valores en torno a 0,47.

80 P. lasiospermus S. supranubius * Con el analisis de los componentes de
28 ] gy (Fig. 10) se observdo que P.
18 " lasiospermus y S. supranubius fueron
;8 las especies que presentaron un q,
'8 m N |_I-|—x—‘ superior a un 65%, mientras que en S.
2:8 S, glabrata E. wildpretii glabrata y E. scoparium la
Z 60 contribucion de cada componente
-‘§ Zg resulté ser més balanceada gracias al
% ;3 m incremento de gr, en contraposicion al
i Wl o
80 E. scoparium A eostis ] )
10 Las especies estudiadas no mostraron
28 diferencias segun el grado de
43 exposicién, a excepciéon de P.
20 m lasiospermus, S. supranubius y A.
18 F"m viscosus. Las dos primeras especies

sufrieron una disminucién significativa

Figura 10. Porcentaje de contribucion de los tres q fado d
componentes al gN para las seis especies estudiadas € Qe acompanado de un aumento

(EXP1qo: amarillo; EXPsg: gris). *: p-valor < 0,05 significativo de q bajo EXP100. Por el
contrario, A. viscosus presentd un aumento significativo Unicamente en qr en estas

condiciones de exposicion.

4.43. EXPERIMENTO 3: Curvas rapidas de luz (RLC)
El andlisis de las RLCs (Fig. 11) indica que fue S. supranubius (tallo) la especie que mostro
los valores maximos de ETRmax de 162 y 175 umol-m'z-s'1 bajo EXPsy y EXPiqo,
respectivamente, mientras que E. scoparium mostr6 la ETRy,x mas baja con valores de 38 y
50 pmol-m2-s™ bajo EXPso y EXP10, respectivamente. Ademas, las especies P. lasiospermus
y S. supranubius (hoja) mostraron valores de ETR .« mas bajos en EXP1o respecto a EXPsy.
Sin embargo, S. glabrata y E. scoparium tuvieron la tendencia contraria, mientras que el resto
de las especies, asi como el tallo de S. supranubius, no mostraron diferencias significativas

segun el grado de exposicion luminica.
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Figura 11. Valores de ETRy., PPFDs, PPFD; v AQE. EXPiqy: amarillo; EXPsq: gris. *: *: diferencias
significativas entre EXP100 y EXP50. Letras mayusculas: diferencias significativas entre especies del grupo
EXP50. Letras minusculas: diferencias significativas entre especies del grupo EXP100. p-valor < 0,05.

Los valores de PPFDs mantienen el mismo comportamiento descrito anteriormente entre
EXPso y EXP1g0, @ €xcepcion de E wildpretii, el cual si obtuvo diferencias significativas. El
maximo PPFDs fue obtenido igualmente por S. supranubius (tallo) con valores de 647 y 577
pmol-m?2.s® en EXPsy y EXPigo, respectivamente, mientras que E. scoparium vuelve a

presentar los valores minimos de 179 y 284 pmol-m-s™ en EXPso y EXP100, respectivamente.

Los valores de AQE no mostraron diferencias significativas entre distintos grados de
exposicion, excepto en E. scoparium, cuyos AQE fueron significativamente méas altos bajo
EXPso. Los valores de AQE mas altos fueron alcanzados por S. supranubius (tallo), con una
eficiencia de 28 %, mientras que E. scoparium presenté el AQE minimo de 17 %, ambos

casos bajo EXP1go.
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El analisis del PPFD; atendiendo al grado de exposicion mostrd conductas diferentes en las
especies estudiadas. Asi, S. supranubius (tallo) y P. lasiospermus mostraron valores de PPFD;
en EXPso significativamente mas altos que en EXPig, mientras que en S. glabrata y E.
wildpretii mostraron la conducta contraria, no observandose diferencias significativas en el
resto de las especies. En este caso, fueron S. supranubius (tallo) junto a P. lasiospermus de
EXPso y E. wildpretii de EXP1go las especies que presentaron valores de PPFD; mayores, con

valores en torno a 1400 umol-m2-s™.

4.4.4. DISCUSION

Todas las especies estudiadas fueron capaces de desarrollar mecanismos que permitieron
reducir la absortividad de sus hojas o tallos cuando fueron expuestas a una alta radiacién, a
excepcion de A. viscosus, el cual no mostré una reduccion de la Abs frente a un cambio de
exposicion luminica, lo cual refleja que esta especie no presenta una plasticidad fenotipica en
esta barrera primaria. El resto de las especies si mostraron una gran plasticidad. En el caso de
P. lasiospermus y S. supranubius (tallo) ésta fue debida principalmente a la variacion en la
densidad de pelos, mientras que en el resto de las especies este factor no fue tan evidente
(datos observados).

S. supranubius y S. glabrata presentaron los valores mas altos de Abs en relacién con el resto
de las especies, lo cual indica que en estas especies este primer mecanismo de evitacion de la
absorcion de luz estd menos desarrollado. En el caso de E. wildpretii, es de destacar que bajo
condiciones de menor exposicion luminica present6 los menores valores de Abs frente al resto
de especies, indicando la gran importancia de esta barrera en esta especie. Esto concuerda con

la alta densidad de pelos presente en la misma (Lausi y Nimis, 1986).

A la luz de los resultados observados, es evidente que la asuncion de un valor convencional
de 0,84 para este parametro implica un error importante en el caso de las plantas de alta
montafia estudiadas, recalcando la importancia de medir este parametro para cada especie y

situacion experimental.

El analisis de gy mostré valores mayores en P. lasiospermus, indicando que en esta especie la
via de disipacion no fotoquimica estd méas desarrollada. Por el contrario, E. scoparium
presentd los menores valores de qu, 1o cual se correlaciona con su bajo valor de Abs,

indicando que esta barrera primaria es importante en este caso.
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Cuando se analiza la versatilidad de gy segun el grado de exposicion, se observa como P.
lasiospermus y S. glabrata disminuyen su capacidad para disipar el exceso de energia en
forma de calor al haberse desarrollado en un ambiente mas expuesto a la radiacion. En el caso
de P. lasiospermus, esta disminucion se explica por la baja Abs en estas condiciones, es decir,
el desarrollo de esta barrera primaria compensa el déficit en la disipacion, mientras que en S.
glabrata no existe esa correlacion. Por otro lado, S. supranubius presentd el comportamiento
opuesto, es decir, adquiere mayor capacidad de disipacion de energia en forma de calor
cuando crece bajo altas radiaciones solares, siendo ademas la especie que tiene las barreras

primarias menos desarrolladas.

La gran importancia observada del componente ¢, en P. lasiospermus y S. supranubius,
mayor que el 42 % tipico de una planta no estresada (Lichtenthaler et al., 2005), indica la
destruccion de la proteina D1, la cual es un constituyente importante en el PSIl (Taiz y
Zeiger, 2002). Este dafio se debe a que en estas especies tiene lugar un descenso de (g,
indicando una inactivacion de procesos dependientes del gradiente de pH, como el ciclo de las

xantofilas cuando se desarrollan a altas radiaciones solares.

Aunque en principio el aumento de g, pueda indicar la existencia de dafio en los fotosistemas
y una baja adaptacién a la alta radiacion, en ocasiones la fotoinhibicion puede ser una
estrategia de supervivencia, ya que el hecho de desactivar la fotosintesis puede ser una forma
de evitar la sintesis de ROS y el consecuente dafio oxidativo. Sin embargo, esta estrategia solo
es eficaz si se trata de una fotoinhibicion dindmica y no cronica. Queda pendiente determinar
si la mayor fotoinhibicion que padecen las especies P. lasiospermus y S. supranubius con

respecto a su potencial en condiciones sombreadas es cronica o dindmica.

Dada la variabilidad de los pardmetros obtenidos a partir de las RLCs y su relacion con la Abs

y con Qn, Se discutirdn estos resultados de manera integradora para cada especie.

A. viscosus presentd una nula plasticidad fenotipica, ya que sus barreras primarias, tasas de
transporte electronico, asi como sus puntos de saturacion y fotoinhibicion no se vieron
modificados al exponerse a altas radiaciones. Ademdas de carecer de estos sistemas de

regulacién, no se trat6 de una de las especies mas resistentes a la alta radiacion.

E. scoparium, a pesar de tener las barreras primarias bien desarrolladas, resulto ser la especie
mas sensible a la alta radiacion, ya que presenta las menores tasas de transporte electrénico,
asi como puntos de saturacion y fotoinhibicion mas bajos. Esta mayor sensibilidad a la alta

insolacion puede explicarse al presentar sistemas de disipacion por calor mas bajos. Ademas,
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fue la Unica especie que presentd mayor eficiencia cuantica al desarrollarse bajo condiciones

de menor radiacion.

Al igual que la especie anterior, S. glabrata también se mostro sensible a la radiacion. Sin
embargo, a diferencia de E. scoparium, esta especie si fue capaz de incrementar las ETRmax,
lo cual no puede ser explicado con un aumento de la disipacion térmica, siendo necesario la
intervencion de otros mecanismos como un incremento de la tasa metabolica y/o actividad

antioxidante para explicar estas regulaciones a la alta radiacion.

E. wildpretii presenté una gran adaptacion a las altas radiaciones en contraposicion a las
especies hasta ahora nombradas, con altas tasas de ETR, lo cual puede ser explicado por su
activacion de las vias de disipacion no fotoquimica, asi como el desarrollo de sus barreras

primarias.

El tallo de S. supranubius present6 la mejor adaptacion a las altas radiaciones, ya que mostré
las mayores ETR independientemente de su grado de exposicion y se saturd y fotoinhibié mas
tardiamente, pese a tener una alta Abs. Sin embargo los mecanismos que retrasan esta
fotoinhibicion variaron dependiendo del grado de exposicion en el cual se ha desarrollado la
planta. Asi, la mayor capacidad de disipacion por calor explicé el retraso de la fotoinhibicion
en plantas desarrolladas en EXP1g0. Sin embargo, este mecanismo no fue activado bajo EXPso,
lo cual indica que otros factores deben influir en la adquisicion de esta alta resistencia, ya sea
mediante incremento metabolico o actividad antioxidante. La hoja de S. supranubius presento
una menor resistencia a la fotoinhibicién y menor eficiencia cuantica que el tallo, adquiriendo

evidentemente un papel secundario en la actividad fotosintética.

P. lasiospermus es la especie de mayor plasticidad fenotipica, presentando una reduccion de
todos los parametros estudiados bajo una alta exposicién. Estos bajos valores de ETRmax Y
PPFD;, asi como un incremento en el dafio de la proteina D1 y una reduccion de la capacidad
de disipacion por calor mostrados en P. lasiospermus en alta radiacion, indican que esta
especie se encuentra inhibida bajo estas condiciones luminicas. Esto contradice la gran
abundancia de esta especie en el Parque Nacional del Teide, indicando la existencia de otros
factores que le aporten ventaja a esta planta. El nicho ecoldgico es al fin y al cabo un
promedio de los nichos fisiolégicos que puede presentar una planta ante la multitud de
factores, bidticos o abidticos, que determinan su supervivencia: condiciones edaficas, estrés
hidrico o incluso el efecto que podria tener una herbivoria seleccionadora sobre la

determinacion del nicho de esta planta.
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5. ENSAYO II: MECANISMOS DE RESPUESTA AL ESTRES TERMICO
5.1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos poiquilotermos, es decir, no son capaces de mantener su
temperatura constante, por lo cual las temperaturas ambientales tienen una alta influencia en
todos los procesos fisiologicos y son un factor determinante en su distribucion y
supervivencia. Ello es debido a que cada especie presenta unos rangos de temperatura
especificos para llevar a cabo sus funciones vitales. Fuera de estos rangos un exceso de calor
o frio, dependiendo de su intensidad y duracion, dafiara la actividad metabolica, el

crecimiento y la viabilidad imponiendo los limites para su distribucion.

Hemos de tener en cuenta que la temperatura tiene una multitud de efectos sobre la fisiologia,
puesto que cada proceso tiene de manera potencial una dependencia térmica Unica y la
resistencia a las temperaturas extremas puede suponer una ventaja a la hora de competir con
otras especies, ya que se trata de un factor ambiental con grandes oscilaciones que a menudo
puede alcanzar umbrales desfavorables y dafiinos. Los mecanismos que subyacen a estos

dafos ya se han resefiado anteriormente.
Si atendemos a su resistencia a las bajas temperaturas, podemos clasificar en (Larcher, 2003):

e Plantas sensibles a bajas temperaturas, las cuales sufren un dafio letal a temperaturas
superiores a pocos grados por encima del punto de congelacion del agua.

e Plantas sensibles a la congelacion, las cuales toleran bajas temperaturas mientras no
exista formacion de hielo intracelular, protegiéndose mediante un retraso del punto de
congelacion.

¢ Plantas tolerantes a la congelacién, aquellas que soportan la congelacion extracelular y

la deshidratacion del tejido asociada a dicha congelacion.

En el caso de las altas temperaturas, las plantas pueden clasificarse en funcion de su
resistencia en plantas (Larcher, 2003):

e Especies sensibles al calor, las cuales sufren un dafio letal entre 30-45 °C.

e Plantas relativamente resistentes al calor, las cuales son capaces de sobrevivir a 50-60
°C durante al menos media hora.

e Procariotas tolerantes al calor, los cuales pueden soportar temperaturas por encima de
75 °C.
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A ello debemos afadir que estas resistencias, tanto a las bajas como a las altas temperaturas
pueden sufrir variaciones estacionales dependiendo de la especie, siendo un fendmeno
frecuente la aclimatacion al someter a las plantas a recurrentes temperaturas extremas. Dichas
aclimataciones juegan un papel decisivo al aumentar los limites de tolerancia de dichas

especies en periodos de especial interés (Junttila y Robberecht, 1993).

En el caso de los ecosistemas de alta montafia, la limitacion de crecimiento por las
temperaturas extremas ejerce un papel destacado. Estudios de resistencias se han centrado
principalmente en obtener valores para la época de crecimiento, mientras que es menos
frecuente el andlisis de la resistencia durante el periodo frio, y ain menor nimero de estudios
que reflejen la variacion anual de los cambios a dichas resistencias (Bannister et al., 2005;
Larcher et al., 2010).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

El estudio de la respuesta frente al estrés térmico tiene los siguientes objetivos especificos:

1) Determinar la temperatura a la cual se produce el dafio inicial y el dafio letal de
Pterocephalus lasiospermus y el tipo de resistencia de esta especie.
2) Determinar la versatilidad de la resistencia a las bajas temperaturas tras eventos de

congelacién como posible evidencia de aclimatacion.

5.3. MATERIAL Y METODOS
5.3.1. PARCELA DE ESTUDIO Y MATERIAL VEGETAL

El area de estudio se encuentra en el
Morro del Sordo (Fig. 12) dentro del
Parque Nacional del Teide a 2070 m de
altitud. [Estd caracterizada por una
comunidad de sustitucién de Erysimo
scoparii-Pterocephaletum lasiospermi
Rivas-Martinez et al. 1993, formando un

ecotono con el pinar y sustituyendo a la

comunidad potencial y cabeza de serie de

Spartocytisetum-supranubii Oberdorfer ex  Figura 12. Morro del Sordo (Parque Nacional del
Teide).

Esteve 1973 (Del-Arco et al., 2006). )
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Para este ensayo se requiri6 de una gran cantidad de material vegetal debido no solo al
namero de tratamientos y de réplicas, sino también a la necesidad de homogeneizar las hojas
muestreadas —hojas adultas y con un estado fisiologico éptimo— por lo que se eligié P.
lasiospermus, una de las especies dominantes del matorral de alta montafia, para llevar a cabo

estos experimentos.

5.3.2. EXPERIMENTO 4: Tratamiento foliar a temperaturas extremas y determinacion de
LTx.

Se realizaron tres ensayos de
tratamiento  térmico foliar
(Fig. 13), los dos ultimos
separados por un fuerte
evento de congelacion: 17
diciembre (E1), 14 de febrero

(E2) y 25 de febrero (E3). g El/ P /\’/:,,
E2 E3

En los tres ensayos se adoptd -5

Temperatura °C

Diciembre Enero Febrero

el mismo criterio para el Figura 13. Temperaturas minimas absolutas (rojo), medias (azul) y

muestreo: de los penachos maximas absolutas (verde) del area de estudio.

recolectados en campo de P. lasiospermus, los cuales debian presentar el mismo grado de
exposicion, se seleccionaron hojas adultas a partir del tercer verticilo y que presentasen

valores de F,/Fp, iniciales en torno a 0,75, equivalente a una hoja en éptimas condiciones.

Las hojas muestreadas se fijaron a laminas de acetato en grupos de 5 (E1 y E2) 6 9 réplicas
(E3) y se introdujeron en bolsas herméticas con un papel humedecido para asegurar una
atmosfera saturante que evite la deshidratacidn. Las bolsas cerradas, a su vez, se sometieron
durante 30 minutos a un bafio termostatado a diferentes temperaturas segun el experimento
(desde -16 a 50°C en E1 y E2 y desde -20 a 0°C en E3, con un intervalo de 2°C). Un termopar
acoplado a una de las hojas indica el momento en el que alcanza la temperatura del bafio,
empezando a contabilizar el tiempo a partir de ese momento. Este es el procedimiento
convencional para realizar este tipo de ensayos, lo cual permite realizar comparaciones entre

especies ensayadas en cualquier parte del mundo (Larcher et al,, 2010).

Antes y después de cada tratamiento, se midio el estado fotosintético de cada hoja utilizando
para ello los parametros F./Fn, Yy Ry obtenidos mediante una cinética de Kautsky con luz

saturante (E1 de 1.800 pmol-m™-s™, mientras que en E2 y E3 de 923 pmol-m?-s™, luz azul a
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470 nm) con el IMAGING-PAM. Sin embargo, el célculo de R4 solo fue posible en E2 y E3,
ya que la primera intensidad luminica result6 ser dafiina para la planta. Ambos pardmetros se
utilizaran como medida directa del estado fisiologico de la hoja, de modo que su porcentaje de

desviacion respecto a los valores de los controles equivale al porcentaje de dafio en la misma.

En el caso de F,/Fn, se consideran controles los valores de este pardmetro obtenidos antes del
tratamiento para cada réplica, mientras que para Rgy se seleccionaron 5 (E2) o 9 (E3) hojas

control no sometidas a ningun tratamiento térmico pero si a una cinética de Kautsky.

Tras cada ensayo, se calculd la temperatura a la cual se produce un 10% (LT1o) y un 50% de
dafio (LTsp). Normalmente el LTy se considera la temperatura a la cual se produce un dafio
inicial y reversible, mientras que LTso equivale a la temperatura critica en donde se produce el
dafio irreversible y letal, ambos calculados a partir de los porcentajes de reduccion de los
parametros indicadores de dafio (Bannister et al., 2005; Larcher et al., 2010; Sierra-Almeida y
Cavieres, 2012; Buchner et al., 2013).

5.3.3. ANALISIS ESTADISTICO
Nuevamente se utilizé el programa IBM SPSS Statistics version 21 (IBM, EE.UU.) con un
nivel de confianza del 95 % (a = 0,05). Para calcular los valores de LTy LTso Se aplicd una
regresion lineal tanto para el porcentaje de reduccion de F./F, como de Ry para las
temperaturas umbrales, previamente testadas las hipétesis de normalidad y homocedasticidad.
Una vez realizado el ajuste del modelo y haber testado su validez, se obtuvo la prediccion del
valor medio de temperatura equivalente a un 10 y 50 % de reduccion tanto de F,/Fy, como de

R4, asi como los limites del intervalo superior e inferior para esa estimacién media.

5.4. RESULTADOS
A continuacion se muestran los valores de LT1o y LTso estimados para cada ensayo y en los
dos parametros medidos: F./Fn y Rsg (Tabla 2), asi como el comportamiento de estos
parametros a lo largo de cada ensayo (Fig. 14).

A bajas temperaturas, los valores de LT estimados a partir de F,/Fr, fueron significativamente
mayores que con Ry, aunque ambos mostraron la misma tendencia. En E1 y E2, se obtuvo un
LTy entorno a-10 °C (con F./Fy, como indicador de dafio) y a -6 °C (con Rsg) y un LTsosobre
-13 °C (con F\/Fp) y -8,5 °C (con Ryy), mientras que a altas temperaturas se observé un LTig
de 40 °C y un LTsp en torno a 43,5 °C con ambos parametros.
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En E3, se observo para las bajas temperaturas que ambos valores de LT se incrementaron,
obteniendo un LTy de -12,5 °C (con F/Fp) y -7,6 °C (con Rsg) y un LTs de -16 °C (con
Fu/Fm) y -9,9 °C (con Rgg).

0.8

0.7 4 i
i R Tt
0.5 1 Figura 14. Respuesta de P.
04 lasiospermus a la temperatura.
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0.2 1

o1 | ¢

O: Después del tratamiento.

ol

Ry

0410

Fv/Fm

02 11

’ E } l | l l l l 25 Feb | | l} | | —°
0.7 A& % ] e
M | e
0.5 B
0.4 1 -3
0.3 ? | ,
0.2

01 ¢ | % 1

-20  -10 0 10 20 30 40 50 -20 -10 0 10 20 30 40 50
Temperatura °C Temperatura °C




ENSAYO II: MECANISMOS DE RESPUESTA AL ESTRES TERMICO

Ensayo LT (°C) con F,/F,, | p-valor r LT (°C) con Ryy | p-valor r
LT]_O = '10,00 + 0,84
0,000 | 0,847
El LTs=-12,94 + 0,69
(17 diciembre) LTy = 38,71 + 0,99
0,000 | 0,824
LT =43,70+1,11
LT, =-9,47+£1,28 0000 | 0,633 LT, =-6,34+£1,04 0,000 | 0,729
E2 LTs=-12,24+£1,21 LTs =-8,50+0,88
(14 febrero) ||+ ' 4050+ 0,95 2000 | 0000 | LT = 3915 %112
LTs=4399+058 | T LT =43 26 £061 | 2000 | 0916
E3 LTy =-12,46 0,78 LTy =-7,60 + 0,55
(25 febrero) | LTeg= 16,04 4044 | 2000 | 0859 | | o gg7, 04y | 0000 | 0929

Tabla 2. Resumen de los LTy y LTso medidos para los tres ensayos, utilizando como pardmetros indicadores del
dafo a F./F,, ¥ Ry. Para cada valor de LT se muestra el p-valor para la idoneidad del modelo obtenido de la
regresion lineal, asi como el coeficiente de correlacion.

5.5. DISCUSION
El parametro R¢q resulto ser mucho mas sensible al estrés por bajas temperaturas que el Fy/Fp,.
Esto se debe a que la activacién de la cadena de transporte electrénico y la oxidacion de los
centros de reaccion depende en gran medida de la fluidez de la membrana, mientras que la
fluorescencia emitida al aplicar un pulso de saturacion obedece unicamente al estado del PSII.
Sin embargo, a altas temperaturas, la estimacién de dafio por parte de ambos pardmetros se
iguala, ya que el efecto del calor en la membrana (pérdida del gradiente de concentraciéon y

deterioro de la funcion ATPasa) provoca de forma directa un dafio en el PSII.

A la hora de determinar la temperatura a la cual se produce el dafio inicial y reversible, asi
como el dafio letal e irreversible, se debe utilizar aquel pardmetro cuyo significado fisioldgico
aluda a un proceso limitante para la planta. En este caso, la adquisicion de rigidez en las
membranas e incluso la rotura de las mismas se consideran eventos de trascendental
importancia, a pesar de que el PSII todavia muestre clorofilas activas y capaces de emitir
fluorescencia, por lo que se considera el parametro de Rsy mas adecuado para calcular los

diferentes LT a temperaturas bajas.

La distancia entre ambos parametros medidos es importante, ya que segun la LTso de F/Fp,
existe una aclimatacién al frio a finales de febrero en E3. Los valores de LTso entre E1 y E2

no mostraron diferencias significativas, pese a que ya se habian registrado varios eventos con
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temperaturas minimas por debajo de 0 °C, mientras que se da una diferencia de entre 2 y 5,5
grados entre E2 y E3, la cual viene marcada por un fuerte evento de congelaciéon que alcanzé
temperaturas minimas de -3 °C. Este cambio no ocurre tan drasticamente en la LTso de Rgq,
con valores de entre 0,5 a 2,5 grados en E3 con respecto a E2. Un comportamiento similar se
observa en el caso de la LT, tanto en F./F, como en R¢y. En cualquier caso, es evidente la
existencia de un fendmeno de aclimatacion para P. lasiospermus provocado por eventos

reiterados de congelacion y bajas temperaturas.

Por otro lado, no se observo una diferencia significativa para las altas temperaturas entre E1 y
E2. Sin embargo, una posible aclimatacion al calor tras los meses calidos se comprobara en

ensayos posteriores, en la estacion estival.

En definitiva, P. lasiospermus es una especie sensible a la congelacion incluso teniendo en
cuenta el fendbmeno de aclimatacion, sufriendo un dafio inicial a -7,6 °C y un dafio irreversible
a los -9,97 °C. Estos valores son cercanos a las temperaturas minimas absolutas registradas en
el Parque Nacional del Teide (-9,8 °C en febrero de 1971), lo cual indica que esta especie se
encuentra en un riesgo de dafio por bajas temperaturas. Sin embargo, los limites en altas
temperaturas de dafio inicial de 39,15 °C y letal de 43,26 °C se encuentran muy por encima de
las mé&ximas absolutas registradas en el parque (30,4 °C en julio de 1995), mostrando un

menor riesgo de dafio por altas temperaturas.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones obtenidas en este trabajo se resumen a continuacion:

1) Excepto A. viscosus, todas las demé&s especies estudiadas desarrollaron los
mecanismos primarios de reduccion de la Abs frente al exceso de radiacion como
consecuencia directa de una mayor exposicion.

2) S. supranubius y S. glabrata fueron las especies que presentaron un menor desarrollo
de estos mecanismos primarios frente al exceso de radiacion, mientras que P.
lasiospermus fue la especie que mas desarrollada tenia esta estrategia.

3) La méaxima capacidad de disipacion de energia en forma de calor la presentd S.
supranubius, mientras que E. scoparium mostro la menor.

4) En P. lasiospermus y S. supranubius el principal proceso implicado en la via de
disipacion no fotoquimica fue la inactivacion del PSII mediante la destruccion de la
proteina D1.

5) E. wildpretii y el tallo de S. supranubius presentaron las mejores adaptaciones a las
altas radiaciones.

6) E.scopariumy P. lasiospermus fueron las especies mas sensibles a la alta radiacion.

7) P. lasiospermus mostro ser una especie sensible a la congelacion y a las altas
temperaturas.

8) P. lasiospermus es capaz de llevar a cabo una aclimatacion a las bajas temperaturas
como resultado de exposiciones reiteradas a eventos de congelaciones.

9) Las bajas temperaturas mostraron ser un factor de riesgo para el desarrollo de P.
lasiospermus en el Parque Nacional del Teide, mientras que las altas temperaturas

actuales no lo fueron.
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6. GENERAL CONCLUSIONS

The conclusions obtained in this bachelor thesis are summarized below:

1) Except A. viscosus, the rest of the studied species developed the primary mechanisms
of Abs reduction since there is an excess of radiation as a consequence of higher
exposition.

2) S.supranubius y S. glabrata showed a less development of this mechanism under high
radiation, meanwhile P. lasiospermus was the specie which greatest developed this
strategy.

3) The maximum capacity of energy dispersion by heat appeared in S. supranubius,
meanwhile E. scoparium present the minimum.

4) In P. lasiospermus and S. supranubius, the main process involved in non
photoquemical quenching was the inactivation of PSIl by the destruction of D1
protein.

5) E. wildpretii and the stem of S. supranubius show the best adaptation to high
radiation.

6) E. scoparium and P. lasiospermus were the most sensitive species to high radiation.

7) P. lasiospermus was sensitive to freezing and high temperatures.

8) P. lasiospermus was able to achieve an acclimatization to low temperatures as a result
of a repeated exposition to freezing events.

9) Low temperatures were a risk factor for P. lasiospermus development in el Parque

Nacional del Teide, meanwhile the current high temperature was not.
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