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Itaca (K. Kavafis)

Cuando emprendas tu viaje a Itaca
pide que el camino sea largo,
lleno de aventuras, lleno de experiencias.
No temas a los lestrigones ni a los ciclopes
ni al colérico Poseidon,
seres tales jamas hallaras en tu camino,
si tu pensar es elevado, si selecta
es la emocion que toca tu espiritu y tu cuerpo.

Ni a los lestrigones ni a los ciclopes

ni al salvaje Poseidon encontraras,
si no los llevas dentro de tu alma,

si no los yergue tu alma ante ti.

Pide que el camino sea largo.

Que muchas sean las mafianas de verano
en que llegues -jcon qué placer y alegria!-
a puertos nunca vistos antes.
Detente en los emporios de Fenicia
y hazte con hermosas mercancias,
nacar y coral, ambar y ébano
y toda suerte de perfumes sensuales,
cuantos mas abundantes perfumes sensuales puedas.
Ve a muchas ciudades egipcias
a aprender, a aprender de sus sabios.

Ten siempre a Itaca en tu mente.
Llegar alli es tu destino.
Mas no apresures nunca el viaje.
Mejor que dure muchos afios
y atracar, viejo ya, en la isla,
enriquecido de cuanto ganaste en el camino
sin aguantar a que Itaca te enriquezca.

Itaca te brind6 tan hermoso viaje.
Sin ella no habrias emprendido el camino.
Pero no tiene ya nada que darte.

Aunque la halles pobre, Itaca no te ha engafiado.
Asi, sabio como te has vuelto, con tanta experiencia,
entenderas ya qué significan las Itacas.

Extraido de C. P. Cavafis. Antologia poética.
Alianza Editorial, Madrid 1999.
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Introducciéon

1.1. La atmosferay el clima de la tierra

Que la atmosfera tiene un papel clave en la existencia de la vida en la Tierra esta
claro, sin ella no existiria la vida tal y como la conocemos actualmente. Pero es
importante indicar que su composicion ha sido variable a lo largo de la historia del
planeta y ha provocado una importante presion selectiva sobre los seres vivos, que han
tenido que adaptarse a esos cambios o de alguna manera intentar mitigarlos.

Las plantas, por ejemplo, han desarrollado la capacidad de sobrevivir a estas
cambiantes condiciones atmosféricas alterando, en algunos casos, la propia composicién
de la atmosfera, y en otros casos llegando a transformar su propia fisiologia para
adaptarse a los diferentes tipos de estreses a los que fueron sometidas. Sin embargo, el
hombre ha optado por transformar su entorno para adaptarlo a su modo de vida y a su
propia comodidad. Alterando sin darse cuenta, o siendo consciente de ello pero sin darle
la importancia debida, el medio que le rodeaba, alterando ecosistemas y rompiendo el
equilibrio ecologico del planeta.

Se puede definir el clima como el valor medio de los distintos componentes
climaticos (temperatura, humedad, precipitacion, etc.) en un lugar o region. Es decir, el
clima es el promedio de las variables climaticas para un periodo de tiempo definido
(afios, siglos, milenios, etc.).

La composicion de la atmosfera tiene un papel importante en la determinacion
del clima, al igual que las corrientes oceanicas, los casquetes polares, la orografia y
geologia del planeta, etc. En ausencia de cualquier atmoésfera, la temperatura superficial
de la tierra seria de —18 °C, conocida como temperatura efectiva de radiacion terrestre.
Sin embargo, la temperatura media de la superficie terrestre es de 15 °C, ya que la
temperatura de la tierra es fruto del equilibrio mantenido entre la radiacion solar que
llega a la tierra y la radiacion que es reflejada por la superficie terrestre, con el papel
intermediario de la atmdsfera. Asi, parte de la radiacion de onda corta que procede del
sol es reflejada por las nubes y gases que componen la atmosfera, otra parte es retenida
por ella y el resto, un 45%, atraviesa la atmodsfera sin ser absorbida y llega a la
superficie del planeta (Larcher 2003). La superficie terrestre reirradia la radiacion de
onda corta en forma de radiacion infrarroja (onda larga) que sera en parte retenida por

los gases de efecto invernadero presentes en la atmosfera causando el calentamiento del
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planeta. Este fenomeno se conoce como “Efecto Invernadero” y como se ha explicado
es imprescindible para mantener la temperatura y con ello la vida en el planeta.

Al haber transformado su entorno, el hombre también ha modificado la
composiciéon de la atmoésfera provocando la principal consecuencia del cambio
climatico, una “Estimulacion del Efecto Invernadero” provocada al aumentar la emision
de gases de efecto invernadero. De entre estos gases destaca el CO, por su importancia

como gas invernadero y por ser el emitido en mayor cantidad (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Gases mas comunes de Efecto Invernadero. Sus fuentes de origen y su contribucion al

calentamiento de la atmodsfera.

Contribucion al
Gas Origen
calentamiento (%)

.. -Quema de combustibles fosiles (77%)
Dioxido de Carbono (CO,) , 55
-Deforestacion (23%)

Clorofluorocarbonados -Diversos usos industriales: refrigeradoras,
(CFC) y gases afines (HFC | acrosoles de espuma, solventes. 24
y CFC) -Agricultura intensiva.
-Mineria del carbon.
-Fugas de gas.
Metano (CHy) -Deforestacion. s

-Respiracion de plantas y suelos por efectos
del calentamiento global.

-Fermentacion entérica.

-Agricultura y silvicultura intensivas.
.. ., -Quema de biomasa.
Oxidos de nitrégeno (NOy) 6

-Uso de fertilizantes.

-Quema de combustibles fosiles.

La concentracion de CO, de la atmosfera no ha sido constante a lo largo de la
historia de la Tierra (Fig 1.1). Ha habido periodos donde la concentracion de este gas
era mayor a la actual, superaba los 5000 pumol de CO, mol” y otros en los que la
concentracion de CO, era menor a la actual. De hecho, la concentracion de este gas ha
tenido importantes fluctuaciones historicas, observandose una fuerte disminucioén de su
concentracion desde que se establecieron las primeras plantas vasculares, tras lo cual no
se han observado concentraciones mayores de 2000 pmol de CO, mol”, ya que se ha

mantenido la concentracion de CO, dentro de ciertos niveles a través de la
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removilizaciéon de la fotosintesis y de los procesos geoldgicos y bioldgicos. Esta
variabilidad encontrada cuando estudiamos la concentracién de CO, atmosférica desde
el punto de vista geoldgico o de la historia del planeta, ha hecho que ciertos grupos
pongan en duda si realmente este incremento que se produce actualmente no pueda

revertirse en los proximos afios manteniendo ritmos ciclicos.

400
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Fig.1.1. Concentracion de didxido de carbono en los ultimos 417.000 afios. La parte roja indica

la variacion a partir de 1800. (http://cdiac.esd.ornl.gov/trends/co2/vostok.html)

Tener medidas precisas y fiables de la concentracion atmosférica de CO, ha
nivel historico no ha sido fécil, ya que las medidas mas detalladas datan de hace pocas
décadas. Las mas conocidas, con datos desde 1955, son las del volcan Manua Loa
(Hawai) descritas por Keeling (1986), donde destacan fuertes variaciones estacionales
de alrededor de 10 pmol de CO, mol!. Para obtener medidas de la concentracion
atmosférica de CO, en el pasado, se utilizan técnicas indirectas, de entre las que
destacan los indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos, como por ejemplo los anillos de
los troncos de los arboles con cientos y miles de afos, los sedimentos de los fondos
oceanicos y lagos, las bandas de densidad de los corales de larga vida, etc. Aunque uno
de los indicadores mas estudiado son las pequefas burbujas de aire antiguo que han
quedado atrapadas en las capas de hielo polares (Lago Vostok, Antartida) y en los

glaciares permanentes. Estos nucleos de hielo nos pueden ayudar a conocer la
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temperatura y la concentracion de gases, como el CO,, desde hace casi 500 mil afios
(Fig 1.1).

Actualmente, y debido a las numerosas investigaciones sobre el incremento de
CO,, se pueden conseguir informes y datos a lo largo de los ultimos anos de la
concentracion atmosférica de CO,, determinados a través de satélite y por medidas

directas, durante varias veces al dia, en multitud de puntos de todo el planeta.

14.5
390 +
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350
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Fig 1.2. Grafico de la concentracion de dioxido de carbono en la atmdsfera terrestre (azul) y la
temperatura media global (rojo), en los ultimos 1000 afios.

(http://cdiac.esd.ornl.gov/trends/co2/lawdome.html)

Durante el pasado y presente siglo se han observado también cambios en la
concentracion de CO, atmosférico (Fig.1.2.) y se ha visto que también hay diferencias a
menor escala temporal. Como se puede ver en la Figura 1.2, y debido principalmente a
la quema masiva de combustibles fosiles desde la revolucion industrial, ha habido en los
ultimos 200 afios un aumento exponencial de la concentracion de CO; en la atmosfera.

El incremento actual de la concentracion de CO; en la atmosfera es del orden de
1,2-1,5 pmol CO, mol™ afio” (Watson et al. 1990) y se prevé que este incremento sea
mayor en los proximos afios. Asi, durante este siglo se podria duplicar la concentracién
actual (Houghton et al. 1990) pasando de unos 370 umol de CO, mol™ actuales a unos
700 pumol de CO, mol™. Por ello, el Panel Intergubernamental para el Cambio
Climatico (IPCC) ha predicho un aumento de la concentraciéon atmosférica de CO,

desde los 354 pmol mol™' medidos en 1990 hasta los 530 pmol mol™ para el afio 2050 y



Introducciéon

mas de 700 pmol mol™ para el 2100 (Watson et al. 1990). Este incremento del CO,

atmosférico provocara también un aumento de la temperatura global de 3 °C mas para el

2050 y de 4 °C para el 2100 (Watson et al. 1990).

1.2. El CO, Yy las plantas

Hace muchos afios que los investigadores se dieron cuenta de la importancia del
CO; para las plantas. Van Helmot en 1648 observo que el incremento del tamafio de un
sauce procedia principalmente de la atmosfera. La primera observacion del crecimiento
de plantas con CO; elevado la realiza de Saussure en 1890, aunque los primeros
estudios realizados con plantas expuestas a CO, elevado datan de 1928 (Bolas &
Henderson 1928). En las ultimas décadas, debido a una mayor preocupacion
medioambiental y a la busqueda de mejores técnicas que favoreciesen la produccion
agricola, el nimero de trabajos sobre el efecto del CO, elevado sobre las especies
vegetales se ha incrementado exponencialmente. La mayoria de estos trabajos estan
dirigidos principalmente a determinar el efecto del incremento de CO, atmosférico en la
produccion de biomasa y en la fotosintesis (Kimball 1983a, b, Bazzaz 1990, Bowes
1991, Poorter 1993), concluyendo que el aumento de CO, es capaz de mejorar la
produccion de cultivos herbaceos, como se ha expuesto en las revisiones de Rosenberg
(1981), Cure & Acock (1986), Mortensen (1987), Idso (1989), Allen (1990), Lawlor &
Mitchell (1991), Poorter (1993), Rogers & Dahlman (1993) o Idso & Idso (1994), o
bien en la produccion de forestales como se ha expuesto en las revisiones de Eamus &
Jarvis (1989), Idso e Idso (1994) o Curtis & Wang (1998). También se han realizado
estudios sobre ecosistemas naturales (Drake & Leadley 1991, Drake 1992, Gifford
1992, Zanetti et al. 1996), aunque se le ha prestado una menor atencion a la respuesta
frente a una concentracion elevada de CO; de estas plantas sin interés agricola.

Por otro lado, en los ultimos afios, también se han publicado un buen niimero de
trabajos dirigidos a comprender los cambios fisiologicos provocados por el crecimiento
en CO, alto (Long 1991, Stitt 1991, Moore et al. 1999). Intentando esclarecer qué
procesos bioquimicos regulan o controlan la fotosintesis y coémo influyen sobre todo el

CO; alto y la temperatura, aunque también otros factores como el estrés hidrico, la luz y
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la falta de nutrientes (Aranjuelo et al. 2005), sobre la fisiologia de las plantas y sobre la
fotosintesis en concreto.

En lineas generales, se puede decir que cuando otros factores, como luz, agua,
temperatura y nutrientes son Optimos, la tasa fotosintética y el crecimiento de las plantas
estan limitados por la concentracion ambiental de CO, y por tanto la fijacion de CO; a
través de la fotosintesis se incrementa con concentraciones elevadas de CO,. Pero
cuando los demads factores son solo parcialmente limitantes, como en la mayoria de las
ocasiones, una concentracion mas elevada de CO,, permite aumentar también la
fotosintesis y el crecimiento, aunque en menor medida, ya que solo uno de los factores

limitantes, el CO,, ha sido aumentado (Idso & Idso 1994).

1.3. Asimilacién fotosintética de CO»,

La fotosintesis es un proceso fundamental para la vida en la tierra. Mediante la
fotosintesis los organismos autdtrofos, entre los que se incluyen la mayor parte de las
plantas, son capaces de servir de puerta de entrada a través de la cual la materia y la
energia se incorporan a la biosfera (Medrano & Flexas 2000). Asi, son capaces de
transformar la energia luminica proveniente del sol en energia quimica utilizable para
las distintas reacciones metabolicas. Y ademas, son capaces de asimilar el CO, de la
atmosfera, que junto con el hidrogeno proveniente del agua y los minerales que son
absorbidos por las raices, serd la base estructural para la formacion de distintos
compuestos y en consecuencia, del crecimiento y desarrollo de la planta. Es decir, los
productos de la fotosintesis se transformaran en la base de la produccion primaria de los
ecosistemas y de la biosfera.

La fotosintesis es, por tanto, el proceso por el cual las plantas son capaces de
asimilar el CO; de la atmosfera y transformarlo en moléculas utilizando como fuente de
energia la radiacion solar. Es decir, es la conversion de energia solar en energia quimica
util bioldgicamente (Andréasson & Véanngard 1988, Arnon 1991).

Tradicionalmente, se ha dividido la fotosintesis en dos fases, fase luminosa y
fase oscura, aunque ya esta en desuso y no es del todo correcto, ya que ambos procesos
se dan en la planta en presencia de luz. Pero cuando se descubri6 el proceso por el que

el CO, era fijado por el enzima de la carboxilacion (Ribulosa-1,5- bisfosfato
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carboxilasa/oxigenasa, Rubisco), se vio que no era dependiente de la luz, y que en
laboratorio podia realizarse en ausencia de la misma, por eso se denominé fase oscura.
De hecho, para su estudio se sigue dividiendo la fotosintesis en estas dos fases,
por un lado la generacion de poder reductor (NADPH) y de energia en forma de ATP a
partir de la energia luminica del sol y que es llevada a cabo gracias a la captura de
energia de excitacion por las antenas de los Fotosistemas, su transporte a los centros de
reaccion, y la cadena de transporte de electrones entre el Fotosistema II y el Fotosistema
I. Y por otro lado, la fijacion del CO; realizada por el enzima Rubisco, que se produce
en el ciclo de Benson-Calvin. Ambos procesos estan relacionados de forma que el ATP
y el NADPH generados por el transporte electronico seran utilizados en la fijacion de

CO;, durante el ciclo de Benson-Calvin.

1.3.1. Transporte de electrones. Sintesis de ATP y generacion de
poder reductor (NADPH)

En las plantas Cs, el proceso fotosintético se desarrolla en los cloroplastos, que
se encuentran en las células de las partes verdes de los vegetales (Edwards & Walker
1983, Lawlor 1987). Los fotosistemas son las unidades basicas para la realizacion de la
fotosintesis. Las clorofilas de las antenas reciben la luz solar y transmiten la energia
absorbida en forma de excitones hasta el centro de reaccion. Las plantas tienes dos
fotosistemas, PSI y PSII. La energia que llega al PSII es transformada en energia
electroquimica redox y comienza una cadena de transporte de electrones explicada por
Hill & Bendall (1960) con el llamado esquema en Z que sintetiza el proceso de
transferencia electronica desde el agua al NADP+ y que incluye los dos fotosistemas, el
complejo Cit bef y la fotolisis de una molécula de agua con liberaciéon de O,, para
obtener poder reductor en forma de NADPH. Acoplada a este proceso esta la
fotofosforilacion, de forma que el flujo de electrones en la cadena de transporte genera
un gradiente protonico en la membrana del tilacoide, cuya descarga estd asociada a la
sintesis de ATP a través de la ATP sintasa. Esta energia quimica (ATP) y el poder
reductor (NADPH) generados a partir de la energia solar por medio del transporte
electronico y la fotofosforilacion, se utilizaran en el proceso de asimilacion fotosintética

de carbono (Lawlor 1993).
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1.3.2. Ciclo de Benson-Calvin o ciclo reductor del carbono

fotosintético

El ciclo fotosintético de reduccion del carbono (CFRC) o ciclo de Benson-
Calvin es el proceso por el cual las plantas son capaces de fijar el CO, y asimilarlo para
que sea utilizado en la formacion de distintas moléculas mediante diferentes rutas
metabolicas. Este ciclo es el enlace entre el transporte de electrones y la sintesis de
productos, y debe ser sensible a los cambios en relacion al aporte y demanda de
productos del transporte de electrones, tanto a corto como a largo plazo (Leegood
1990).

Durante la década de los cincuenta, Melvin Calvin, Andrew Benson, James A.
Bassham y otros investigadores de la Universidad de Berkeley en California lograron
dilucidar la ruta que seguia el carbono en la fotosintesis (Malkin & Niyogi 2000,
Benson 2002). Gracias a que el '*C es radioactivo y se puede detectar su presencia
mediante autorradiografia en un cromatograma, se pudieron conocer los primeros pasos
de la asimilacion del CO, y se pudo identificar el primer aceptor, Ribulosa 1,5-
bisfosfato (RuBP), y el primer producto de su asimilacion, 3-fosfoglicerato (3PGA).
Investigaciones posteriores consiguieron desenmascarar la ruta completa de asimilacion
del CO,. Se pueden distinguir tres fases en el CFRC: Fijacion del CO; o carboxilacion,

reduccion a carbohidratos, y regeneracion de la RuBP (Fig 1.3).

6CO,; m— 6 H.0

ribulosa 1,5-bifosfato
[ RuBP)

dcido 3-fosfoglicérico

ADP I
ATP
(e Ciclo 1
RuF 1
o de Calvin ¢
s in H.O
[ u@
=, s
[10PGAL| S, &
- acido 1,3-difosfoqlicérico
qlucosa-=={7 PGALL CA 17 [FII]PE}']
12 gliceraldehido 3-fosfato w
(PGAL) NADPH+H

NADP?*

Fig 1.3. Ciclo de Benson-Calvin (Adaptado de Malkin & Niyogi 2000)
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La carboxilacion es la primera de las fases y en ella tiene lugar la fijacion del
CO; sobre una molécula de RuBP dando lugar a dos moléculas de PGA. Este proceso
esta mediado por un enzima, la Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (Rubisco). En la
segunda fase reductiva, el PGA serd reducido a gliceraldehido-3-fosfato (G3P) a
expensas del ATP y el NADPH que se generaron en la fase luminosa. Con la tercera
fase, fase regenerativa, se cierra el ciclo, ya que mediante una serie de isomerizaciones,
condensaciones y reordenaciones, el G3P sera transformado en pentosas fosfato como
xilulosa-5-fosfato (Xu5P) y ribosa-5-fosfato (R5P). A partir de esta ultima y mediante
una isomerizacion y posterior fosforilacion se regenerard la RuBP a expensas de ATP.

Cada molécula de CO; fijado requiere por tanto de 3 ATP y 2 NADPH. En un
ciclo completo, ocurren 3 reacciones de carboxilacion con otras tantas moléculas de
CO; y RuBP, produciéndose 6 moléculas de G3P. El producto neto de este ciclo es uno
de los G3P generados, el que no se utiliza para la regeneracion de la RuBP, y que
servira como fuente de carbono para la sintesis de almidon en el cloroplasto, o para la

sintesis de sacarosa en el citosol.

1.3.3. Regulacién del Ciclo Fotosintético de Reduccion de Carbono

La fotosintesis es un proceso complejo que debe funcionar de forma integrada y
eficiente en un medio ambiente en el que hay una gran variedad de factores que afectan
a la tasa fotosintética, tales como la luz, la temperatura, la humedad del aire, la
disponibilidad hidrica del suelo y los nutrientes minerales (Azcon-Bieto et al. 2000) vy,
cémo no, la concentracion atmosférica de CO, que es el principal sustrato de la
fotosintesis.

Existen diferentes mecanismos de regulacion del ciclo de Benson-Calvin, tanto
de la actividad carboxilasa de la Rubisco como de las otras enzimas del CFRC y de la
formacion de los distintos fotoasimilados. De la regulacion de la actividad de la Rubisco
se tratard en el punto siguiente.

En cuanto a las enzimas que actian en el ciclo de Calvin hay, ademas de la
disponibilidad de sustratos (CO, y RuBP), otros factores que regulan la actividad del
CFRC. Se trata, principalmente, de las enzimas del ciclo que catalizan reacciones
irreversibles (como las bisfosfatasas) o las que catalizan reacciones que requieren ATP

o NADPH, ya que estan sometidas a un fuerte control regulador (Medrano & Flexas
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2000). La gliceraldehido 3-fosfato-deshidrogenasa, la fructosa-1,6-bisfosfatasa, la
sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa y la fosforribuloquinasa se regulan por el sistema
ferredoxina/tiorredoxina mediado por luz (Malkin & Nigoyi 2000). Este sistema actua
variando el estado de oxidacion del enzima. Con luz, la ferredoxina se reduce y los
electrones se transfieren via reductasa a la tiorredoxina, formandose tiorredoxina
reducida. Esta tiorredoxina reducida activara los enzimas por reduccidon de sus puentes
disulfuro. Se podria decir que estas enzimas son “activadas por luz”. Sin embargo esta
regulacion no permite un control variable de la actividad enzimatica, es mas bien un
sistema de activacion-desactivacion.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa y la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa pueden ser
también activadas, como la Rubisco, por variaciones de pH y concentracion de
magnesio. Igual que el anterior, éste es un mecanismo para la activacion de los enzimas
durante el dia y su desactivacion durante la noche.

Hay un tercer mecanismo de regulacion que si permite un control variable de las
actividades enzimaticas. La modulacion de la actividad de los enzimas del ciclo por
cambios en la concentracion de sustrato, de forma que los niveles de sustratos o ciertas
moléculas efectoras influyen en sus estados de activacion (Scheibe 1987). A pesar de
que, a excepcion del PGA y de la RuBP, se observan variaciones muy pequefias en las
concentraciones de los metabolitos que actlian como sustratos de las distintas reacciones
del CFRC en las hojas, se ha observado un control de la actividad enzimatica por accién
de un sustrato en un lugar diferente al sitio activo del enzima (Medrano & Flexas 2000).
Por ejemplo, la fructosa-1,6-bisfosfato sensibiliza a la fructosa-1,6-bisfosfatasa a su
activacion por tiorredoxina. También, la fosforribuloquinasa es sensible a PGA, de
forma que si aumenta la concentracion de PGA disminuye la actividad del enzima. Este
mecanismo ayuda a mantener constante la relacion entre la produccion de PGA, que
depende de la actividad Rubisco, y la reduccion de PGA, que depende de la generacion
de NADPH y ATP en la cadena de transporte electrénico. Se pone asi de manifiesto la
naturaleza autocatalitica del ciclo de Calvin, es decir que el nivel de los sustratos de
reaccion condiciona la actividad del propio enzima (Edwards & Walker 1983).

La tasa de fotosintesis estd también de algin modo regulada por el uso y
transporte de los fotoasimilados, ya que la capacidad de la planta para utilizar los
productos de la fotosintesis es limitada y puede reducir las tasas de asimilacion de CO,
en las hojas. Tanto la sacarosa como el almidon proceden de las triosas-fosfato

generadas a través del ciclo de Benson-Calvin. Cuando la capacidad de utilizacion de
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los fotoasimilados estd reducida, esto es, cuando la produccion de triosas-fosfato en el
cloroplasto excede la capacidad de utilizar sacarosa y almidon, disminuye la tasa de
fotosintesis, incluso cuando la hoja estd en condiciones de elevada iluminacién y alta
concentracion de CO,. En estas condiciones de alta concentracion de CO, e
iluminacion, la fotosintesis estd fuertemente determinada por la sintesis de sacarosa, ya
que durante su formacion en el citoplasma se libera fosfato inorganico que volvera al
cloroplasto en intercambio estequiométrico con triosas-fosfato y serd necesario para la

sintesis de ATP (Herold 1980, Foyer 1987, Huber 1989, Goldschinidt & Huber 1992).

1.4. Enzima Rubisco

La Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco, EC 4.1.1.39) es la
proteina soluble mas abundante en el cloroplasto y posiblemente es la mas abundante de
la biosfera, ya que se encuentra (aunque en ciertos organismos con estructuras menos
complejas que en las plantas) en todos los organismos que realizan la fotosintesis.

En plantas, es un complejo enzimatico cuyo peso molecular es de 560 kDa
formado por 8 copias de una subunidad grande de 54 kDa y 8 copias de una subunidad
pequefia de unos 16 kDa. Las subunidades grandes (llamadas L, large) forman un
nicleo octamérico mientras que las subunidades pequenas (llamadas S, small) se
disponen alrededor formando dos capas de 4 unidades cada una. Las subunidades L son
codificadas por ADN cloroplastico y sintetizadas en el cloroplasto, mientras que las
subunidades S se transcriben en el nilicleo y son sintetizadas en el citosol como un
precursor de la subunidad pequeiia, que serd transformado en su forma madura al pasar
al cloroplasto. Dentro del cloroplasto las diferentes subunidades de la Rubisco se unen
mediante la participacion activa de chaperoninas cloroplasticas, la chaperonina cpn60
sera necesaria para el plegamiento correcto de la subunidad grande, formandose el
holoenzima funcional (Malkin & Nigoyi 2000). Cada subunidad grande tiene un centro
activo, de modo que cada molécula de Rubisco tiene 8 centros activos, en los que se

llevara a cabo la carboxilacion.
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Fig 1.5 Estructura tridimensional del enzima Rubisco. (Spreitzer RJ & Salvucci ME 2002)

La Rubisco tiene una doble funcidon enzimatica que se realiza en los mismos
sitios activos del enzima y sobre la misma molécula, la RuBP. Puede fijar una molécula
de CO; a la RuBP, proceso que se denomina carboxilacion, o puede fijar una molécula
de O a la RuBP, realizando la reaccion de oxigenacion e iniciando el proceso de la
fotorrespiracion (Bowes et al. 1971). Mediante la carboxilacion, al unir un CO; a la
RuBP se formaran dos moléculas de 3-PGA que se utilizaran en el ciclo de Benson-
Calvin como se ha visto anteriormente. En cambio, en la reaccién de oxigenacion, el
enzima cataliza la produccion de una molécula de fosfoglicerato, que se metaboliza a
través del ciclo de Benson-Calvin, y una de 2-fosfoglicolato. Este tltimo producto se
procesa a través de la ruta del glicolato y, después de liberar CO,, se reconvierte
parcialmente en fosfoglicerato, de manera que puede ser asimilado de nuevo por el ciclo
de Calvin (Andrews & Lorimer 1978).

La fotorrespiracion reduce la eficiencia en la fijacion del CO, hasta en un 50%
(Schneider et al. 1992), y como consume ATP y poder reductor, disminuye la eficiencia
energética de la fotosintesis. Se ha propuesto que probablemente la oxigenacion es una
reaccion que la Rubisco realizaba cuando la atmosfera en la Tierra era anoxigénica
(Lorimer 1981) y que el enzima ha arrastrado en su evolucion. Posteriormente, se habria
desarrollado la ruta fotorrespiratoria con objeto de eliminar el 2-fosfoglicolato, que es
un inhibidor de uno de los enzimas del ciclo de Calvin, la triosa fosfato isomerasa
(Leegood et al. 1995), y de recuperar parte del carbono invertido en la formacién del 2-

fosfoglicolato. Sin embargo, existen evidencias de que la via fotorrespiratoria ha
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adquirido funciones adaptativas adicionales en la proteccion celular frente al estrés
oxidativo (Kozaki & Takeba 1996) y en la reasimilacion del amonio (Keys 2006).
Debido a esta doble funcién carboxilasa/oxigenasa de la Rubisco, CO; y O; son
sustratos e inhibidores competitivos (Farquhar et al. 1980) del enzima. La competicion
entre carboxilacion y oxigenacién dependerda de la concentracion de CO, y O, (ratio
CO,/0,) y de las propiedades cinéticas del enzima. A pesar de que la ratio CO,/O; es
baja, ya que la concentracion de O, en la atmosfera es del 21% y la de el CO; es de
0,035-0,037%, la concentraciéon de CO, no resulta un factor limitante porque la afinidad
de la Rubisco por el CO; es mayor. En efecto, la constante de Michaelis-Menten (K,,)
para el CO; es K= 12 uM mientras que para el O, es K, = 250 uM (Medrano & Flexas
2000). Esto permite que la baja concentracion atmosférica de CO, con respecto al O,

sea suficiente para permitir la carboxilacion.

1.4.1. Regulacién de la actividad Rubisco. Rubisco Activasa

Los centros activos de la Rubisco se encuentran localizados en la interfase entre
dos subunidades grandes del mismo dimero (Lorimer et al. 1987, Hartman et al. 1986).
Para que los centros activos de la Rubisco sean cataliticamente competentes, necesitan
ser carbamilados por un CO, (Fig 1.6), y estar libres de azlcares fosfato que actien
como inhibidores (Badger & Collantz 1977). Esta carbamilacion se produce con un CO;
distinto del que el enzima va a fijar a la RuBP y provocara la pérdida de dos protones de
una lisina de la Rubisco (Lorimer et al. 1976, Portis 2003). Esta carga negativa del
carbamato formado necesita de la unién de Mg para que el enzima esté activo. Este
proceso de carbamilacion y unién con Mg requiere un pH elevado. Estas condiciones
se producen en presencia de luz, ya que con iluminacion, en los cloroplastos los
protones son translocados al interior del lumen tilacoidal aumentando asi el pH en el
estroma. La concentracion de Mg™ en el estroma también se ve aumentada en estas
condiciones, convirtiéndose de este modo la luz en el principal activador de la Rubisco.

Por otro lado, hay que tener en cuenta los inhibidores que actian sobre la
Rubisco. En los sitios activos del enzima, incluso estando carbamilados, se pueden unir
intermediarios del CFRC como fructosa-1,6-bisfosfato (FBP), NADPH, 6-
fosfogluconato, Pi y PGA que actuaran como inhibidores competitivos (Badger &
Lorimer 1981). Ademads, otros compuestos inhibidores incluyen a isdémeros y epimeros

de RuBP (Andrews 1996, Crafts-Brandner & Salvucci 2000) como la D-xilulosa 1,5-
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bisfosfato, el 3-ceto-Darabinitol 1,5 bisfosfato, el D-glicero-2,3-diulosa-1,5-bisfosfato
(pentodiulosa bisfosfato), y el carboxitetritol bisfosfato (Kane et al. 1998), formados
por reacciones laterales derivadas del mecanismo catalitico de la Rubisco. También es
necesario eliminar los inhibidores nocturnos como el 2 carboxiarabinitol 1-fosfato
(CA1P), un inhibidor natural sintetizado en algunas especies de plantas superiores
durante periodos de oscuridad, de los sitios activos del enzima (Vu et al. 1984, Seemann

et al. 1985).

Inactivo Activo
H* Co, H* Mg?

Rubisco _L, Rubisco Q Rubisco L' Rubisco

¢ ¢ ¢

NH NH
I
(eley Coor
M§2+

Figl.6. Esquema de la carbamilacion de la Rubisco. (Adaptado de Malkin & Nigoyi 2000)

Para facilitar la desunion de estos azucares fosfato de los sitios activos del
enzima, en los cloroplastos existe una proteina llamada Rubisco activasa (Portis 1995,
Salvucci & Ogren 1996). La Rubisco activasa se encuentra en todas las plantas
superiores y en algas, donde es codificada por el genoma nuclear, habiéndose detectado
también en algunas cianobacterias (Hartman & Harpel 1994). La Activasa es una
ATPasa que actia como chaperonina de la Rubisco, cambiando su conformacion, y
deshaciendo las uniones de dicho enzima con azicares fosfato (Wang & Portis 1992).
Asi, promueve la “activacion” de la Rubisco (Crafts-Brandner & Salvucci 2000)
facilitando la liberacion tanto de los sitios no carbamilados y ocupados por RuBP y sus
analogos como de los sitios carbamilados que contienen andlogos de RuBP e
intermediarios de la propia reaccion (Portis 1995, Salvucci & Ogren 1996). Andrews et
al. (1995), Mate et al. (1996) y Salvucci & Ogren (1996) propusieron un mecanismo de
actuacion de la activasa. Sugirieron un modelo mecanico segun el cual la activasa seria
capaz de abrir el bucle polipeptidico que encierra estrechamente a los ligandos en los

centros activos dentro de la estructura protéica. De forma que cuando la activasa se
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activa mediante hidrélisis de ATP, reconoce la Rubisco con el bucle proteico cerrado y
se une a ella, provoca la apertura del bucle y se libera el ligando a la vez que la activasa
vuelve a su forma inactiva. La activasa reconoce tanto las formas carbamiladas, y por
tanto susceptibles de realizar carboxilacion, como las no carbamiladas (no susceptibles
de realizar carboxilacion) ambos con ligandos unidos, pero cuando el ligando que tiene
unido es RuBP, la catalisis de la Rubisco abre rapidamente el bucle proteico y no
requiere la ayuda de la activasa (Von Caemmerer & Quick 2000) de esta manera no hay

pérdidas en la carboxilacion por la actividad de la activasa.

AN :
~<(ATRY=CADP + P>

Y
Rubisco| 4 Activase | ~ J Rubisco Activase Rubisco Carbamilacic’)nl

Activase |

NH,* NH,* NH,*

Figl.7. Esquema de actuacion de la Rubisco activasa. (Adaptado de Malkin & Nigoyi 2000)

La activasa se puede utilizar para calcular la cantidad de sitos activos del enzima
que pueden realizar la reaccion de carboxilacién y con ello conocer el estado de

activacion de la Rubisco (Robinson & Portis 1989, Crafts-Brandner & Salvucci 2000).

1.5. Un modelo para la fijacion fotosintética de CO,

La tasa neta de asimilacion de CO; (A) esta determinada por procesos biofisicos,
dentro de los que se incluyen el transporte del CO; a través de la hoja y los estomas, y
los procesos bioquimicos que se producen en las membranas de los tilacoides y en el
estroma del cloroplasto, en las mitocondrias y en el citosol de la célula (Sarkey et al.
2007).

La velocidad de la fotosintesis puede venir dada por una limitacion de la
concentracion de CO,, donde seran las propiedades de la Rubisco las que limiten la

asimilacion de CO,, suponiendo un suministro saturante del otro sustrato, la RuBP. En
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este caso se dice que la fotosintesis esta limitada por Rubisco y normalmente ocurre
cuando la concentracion de CO, es baja (Sarkey et al. 2007). De igual modo, la
velocidad de la fotosintesis puede estar definida por la regeneracion de RuBP, que
dependera del NADPH y el ATP generados a partir de la cadena de trasporte electronico
fotosintético aunque también puede depender de enzimas del ciclo de Benson-Calvin
distintos de la Rubisco. En este segundo caso se dice que la fotosintesis esta limitada
por regeneracion de RuBP y suele ocurrir con concentraciones altas de CO,.

Dado que tanto el CO, como la RuBP son sustratos de la Rubisco, el exceso de
uno de los sustratos no puede compensar la deficiencia del otro, de modo que para una
determinada concentracién y grado de activaciéon de la Rubisco, la disponibilidad de
uno de los dos sustratos resultard limitante de la velocidad fotosintética (Medrano &
Flexas 2000). Asi, a concentraciones bajas de CO, en el interior del cloroplasto (presion
parcial de CO, baja), la velocidad de asimilacion de CO, aumenta linealmente al hacerlo
el CO;, (Fig 1.8), estando limitada la fotosintesis por la actividad de la enzima Rubisco.
Sin embargo, a partir de determinada concentraciéon de CO, la velocidad de asimilacion
aumenta con éste solo ligeramente (Fig 1.8), debiéndose este aumento a la inhibicion
gradual de la oxigenacion. Esto ocurre porque no hay disponibilidad del otro sustrato,

RuBP, y lo que esta limitando la fotosintesis es la regeneracion del mismo.

Curva A/C E;%
L
® A observada = Limitacion por Rubisco = Regeneracion de RuBP ‘
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Fig 1.8. Curva A/Ci de respuesta de la fotosintesis al aumento de [CO2] intercelular, donde se

observa la limitacion por Rubisco y la limitacion por regeneracion de RuBP. (Sharkey et al.

2007)

18



Introducciéon

1.5.1. Formulacion matematica del modelo

Farquhar et al. (1980) describieron un modelo para la fotosintesis en las hojas
que esta ampliamente probado y contrastado (Long 1991). En el ciclo fotosintético de
reduccion del carbono se forman 2 moles de PGA por mol de RuBP. Por su parte, en el
ciclo de la fotorrespiracion, por cada mol de RuBP se forma 1 mol de PGA y 1 mol de
fosfoglicolato, que libera 0.5 moles de CO,. Ademas, en la luz hay respiracion
mitocondrial de cierta cuantia, normalmente menor que en la oscuridad. Por tanto, la

velocidad neta de fijacion de CO, puede expresarse:
A=V, -0.5V, -R, Ec. 1.1

donde V. y V, son las velocidades de carboxilacién y oxigenacion y Ry la velocidad de
respiracion mitocondrial en la luz. La ecuacidon puede simplificarse introduciendo ¢, la

razon entre Vo y V:
A=V (1-0.5¢)-R, Ec. 1.2

La razén entre las velocidades de oxigenacidn y carboxilacion depende sélo de

las constantes cinéticas de la Rubisco:
K
¢ === (Vomax _cvcmax )(gj = l 9 EC' 13
r C

donde Vemax, Vomaxs Ke ¥ Ko son las velocidades méximas y las constantes de Michaelis-
Menten de la carboxilacion y la oxigenacion, respectivamente. T es la especificidad de
la Rubisco para el CO, respecto al O,, y Cy O son las concentraciones de CO, y O; en
el cloroplasto. De la Ec. 1.2 se deduce que cuando Ry = 0, A = 0 cuando ¢ = 2. La
concentracion de CO, en el cloroplasto a la que ocurre esto se ha denominado I'*, y de

la Ec. 1.3 se sigue que:

I*= Ec. 1.4

T
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2T *
= Ec. 1.5
/ C
Sustituyendo en la Ec. 1.2:
l" %
A:(l—?)-VC—Rd Ec.1.6

Farquhar (1980) mostré que, debido a la alta concentracion de Rubisco en el
cloroplasto, la velocidad de carboxilacion puede describirse, como ya se ha indicado,
por la velocidad saturada por RuBP (limitada por la Rubisco), o por la velocidad
limitada por la RuBP. El suministro de RuBP, por su parte, estd ligado a la regeneracion
de la misma, que depende del suministro de ATP y NADPH a partir de la cadena de
transporte de electrones. Esto llevé a formular la velocidad de asimilacion de CO, bien
como saturada por la RuBP (limitada por la Rubisco, A.), que ocurriria cuando la
irradiancia es alta o la concentracion de CO; baja, o bien como limitada por la velocidad
de regeneracion de RuBP (Aj), que ocurriria cuando la irradiancia es baja o el CO; es
alto. En una situacion dada, la asimilacion de CO, dependeria de aquella de las dos

velocidades que fuese menor.

A=min(A,,A;)-R, Ec. 1.7

En el primer caso, V. en la Ec. 1.6 seria la velocidad de carboxilacion limitada
por la Rubisco, que, como se detallara en la seccion de Material y Métodos, tiene la
forma tipica de una ecuacion de Michaelis-Menten con respecto a su substrato, CO,.

La formulacion de la velocidad de carboxilacion limitada por la regeneracion de
RuBP relaciona a ésta directamente con la velocidad de transporte de electrones. En la
regeneracion de RuBP a partir de PGA, a una velocidad de (1+ ¢)V., se requiere
primero 1 ATP y 1 NADPH en la fosforilacion y reduccién de cada uno de los dos
PGA. En la oxigenaciéon se producen ¢ mol de PGA y ¢ mol de fosfoglicolato,
requiriendo los primeros ¢ NADPH y ¢ ATP en la fosforilaciéon y reduccion. En la

fotorrespiracion se libera y vuelve a fijar 0.5 mol de amonio, que requiere 1 mol de
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ferredoxina, que en términos de transporte de electrones es equivalente a 0.5¢ de
NADPH y 0.5¢ de ATP. La regeneracion de 0.5¢ de PGA desde ¢ de fosfoglicolato
producido en la oxigenacion requiere 0.5 ¢ de ATP en el paso final, asi como 0.5¢ de
NADPH y 0.5¢ de ATP en su fosforilacion y reduccion. Por su parte, la fosforilacion de

1+ ¢ de Ribosa-5- P a RuBP consume 1+ ¢ de ATP. La suma de estos consumos es:

Velocidad de consumo de NADPH = (2 +2¢) -V, Ec. 1.8

Velocidad de consumo de ATP = (3+3.5¢)-V, Ec. 1.9

La reduccion de NADP requiere el transporte de 2 electrones a través de la
cadena, lo que a su vez requiere 4 fotones, dos por cada Fotosistema. La velocidad de
transporte de electrones, J, requerida para los ciclos de carboxilacién y oxigenacion se

puede calcular a partir de la velocidad de consumo de NADPH (Ec. 1.8):

J=(4+4¢)-V, Ec. 1.10

El célculo de la velocidad de transporte de electrones requerida para satisfacer el
consumo de ATP tiene mayor incertidumbre. El transporte de electrones estd acoplado
al de protones a través de la membrana de los tilacoides, con una estequiometria que no
se conoce con certeza. Tampoco se sabe con seguridad el nimero de protones requerido
para la sintesis de ATP, que puede ser algo flexible. La razén entre transferencia de

protones y produccion de ATP se estima en 3 o 4, que conduce, respectivamente, a:

Velocidad de produccion de protones = (9+10.5¢) -V, Ec. 1.11

Velocidad de produccion de protones = (12 +14¢) -V, Ec. 1.12

Farquhar y von Caemmerer (1982) supusieron que el movimiento de 2
electrones a través de la cadena de transporte conduce a la acumulacion de 4 protones
en el lumen de los tilacoides, 2 de la rotura de la molécula de H,O y 2 de la oxidacion

del pool de plastoquinona formado como consecuencia del transporte de los electrones
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desde el agua. Si el electron pasa directamente al Fotosistema I, 1a razon H'/e™ es 2; si se
transfiere s6lo 1 proton al Fotosistema I y el otro es devuelto al pool de plastoquinona y
reutilizado (ciclo Q), H'/e” es 3. En el primer caso y con 3H/ATP, la velocidad de
transporte de electrones requerida para satisfacer la necesidad de ATP para la

carboxilacion y la oxigenacion es:

J=(4.5+5.25¢)-V, Ec. 1.13

si hay una razén H'/e = 3:

J=(3+3.5¢) V. Ec.1.14

En ambos casos hay una discrepancia entre las necesidades para la produccion
de NADPH y ATP, que puede satisfacerse a través de la reaccion de Mehler, en la que
el O, actua como aceptor de electrones, o con un flujo ciclico de electrones alrededor
del Fotosistema I. Este tiltimo tiene una razon H'/e = 1 y precisa solo 1 proton. Si opera
el ciclo Q (H'/e” = 3) y hay una razén 4H'/ATP, la necesidad de transporte de electrones

en la cadena completa es:

J=(4+4.669)-V, Ec. 1.15

y la discrepancia se reduce a (0.66¢) V., que es mucho menor (von Caemmerer 2000).
La velocidad de asimilacion de CO, cuando la carboxilacion estd limitada por la
regeneracion de RuBP, que se formulara en el apartado correspondiente a Material y
Meétodos, se basa en estas estimaciones del transporte de electrones.

Hay un tercer factor que limita la fotosintesis, la regeneracion de RuBP
controlada por el Uso de las Triosas Fosfato (TPU) (Sharkey 1985). Sharkey et al.
(2007) indican que esto ocurre cuando las reacciones cloroplasticas tienen una mayor
capacidad que la capacidad de la hoja para utilizar los productos de los cloroplastos,
principalmente las triosas fosfato, aunque no solamente éstos. En estas condiciones la
fotosintesis no responde al aumento de CO;, ni es inhibida por el incremento de la

concentracion de O, (Sharkey 1985). La formula que la define es:
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A=3TPU - R, Ec. 1.16

donde TPU es la tasa de uso de las triosas fosfato, donde se incluye todo el carbono
exportado del ciclo de Calvin incluido el uso directo de glicina o serina
fotorrespiratorias (Sharkey et al. 2007).

En este modelo, muchos parametros fueron asignados a priori. Por ejemplo, se
establecié que las constantes cinéticas de la Rubisco eran similares entre especies Cs,
por ello se utilizaron las mismas. En posteriores investigaciones in vitro se encontraron
valores menores de estas constantes (Jordan & Ogren 1981, 1984, Makino et al. 1988).
En un gran numero de trabajos (Kirschbaum & Farquhar 1984, Collatz et al. 1991,
Harley & Sharkey 1991, von Caemmerer & Evans 1991) se realizaron estudios in vitro
donde las constantes de Michaelis-Meten para el CO, y el O; (K. y K,) fueron medidas,
con valores entre 9 y 21 uM para K. y entre 196 y 650 uM para K, en diferentes
especies de plantas C;. Debido a esto, cuando la fotosintesis estd limitada por la
actividad Rubisco, el Unico pardmetro no asignado a priori fue la actividad Rubisco
maxima (Vemax), que es dependiente de la cantidad de proteina Rubisco presente en la
hoja (von Caemmerer 2000).

Cuando la fotosintesis esta limitada por la regeneracion de RuBP, se debe tener
en cuenta tanto I'* como la dependencia del transporte electronico respecto de la luz.
Pero el pardmetro a tener mas en cuenta es la capacidad maxima de este ultimo (Jmax),
que dependera de la cantidad de proteinas tilacoidales presentes (von Caemmerer 2000).

Las unidades de Vimax ¥ Jmax son pmol m? s! y es importante conocer el
comportamiento de ambos parametros en la fotosintesis de las hojas y frente a cambios
en la disponibilidad de CO, y otros factores que controlan o limitan la fotosintesis.
Vemax ¥ Jmax pueden ser calculadas de las zonas de baja y alta concentracion intercelular
de CO; (C)), respectivamente, de las curvas de respuesta de A a C; (Farquhar et al.
1980) que se pueden obtener de medidas de intercambio gaseoso en hojas de plantas

vivas.

23



Introduccion

1.5.2. Dependencia de la temperatura de los parametros de la

fotosintesis

El modelo de Farquhar et al. (1980) fue desarrollado para una temperatura de la
hoja de 25 °C. Pero un problema en la aplicacion del modelo es que, con los parametros
que normalmente se utilizan, éste es incapaz de ser preciso en la prediccion de la
asimilacion de carbono dentro del rango de temperaturas en el que, en el medio natural,
se produce la fotosintesis (Bernacchi et al. 2001). Por ello, la necesidad de estimar
correctamente la dependencia de la temperatura de los parametros cinéticos de la
Rubisco, se ha puesto de manifiesto al intentar predecir el impacto del incremento
global de la concentraciéon de CO, y de la temperatura (Bowes 1991, Long 1991,
Walcroft et al. 1997, von Caemmerer & Quick 2000). La dependencia de la temperatura

de las constantes cinéticas se puede describir con una funcién de Arrhenius.

1.6. Efectos del cambio climético sobre las plantas

Como se ha dicho anteriormente (Apartado 1.1), el cambio climatico estd regido
por un aumento de los gases de efecto invernadero, predominantemente del CO,. Una
consecuencia de este aumento de la concentracion atmosférica de CO, es el
calentamiento del clima, ya que un incremento en la temperatura podria estar unido a un

considerable aumento de la concentracion atmosférica de CO; (Long 1991).

El aumento de la concentracién atmosférica de CO, sobre los valores actuales
aumentard la fotosintesis en las plantas C; porque la Rubisco no esta saturada por el
sustrato y la oxigenacion se verd inhibida (Long et al. 2004). Por otro lado, el aumento
de temperatura afectara a los pardmetros cinéticos que definen la fotosintesis. Asi, cabe
esperar que en las plantas C; ambos aumentos, de CO, y temperatura, tengan influencia
sobre la tasa de asimilacion fotosintética a través de su efecto directo sobre la

carboxilacion (Long 1991).
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1.6.1. Efecto del CO, elevado sobre la fotosintesis

Los efectos del aumento del CO, en la atmoésfera sobre la fotosintesis han sido
ampliamente estudiados (Drake et al. 1997, Morison & Lawlor 1999, Stitt & Krapp
1999). Un aumento en el CO, aumentara la fotosintesis, al ser este gas el sustrato
principal de dicho proceso. Para las plantas C; la concentracion actual de CO;
atmosférico es suboptima, por lo tanto se supone que se producird un “efecto
fertilizante” ya que el aumento de CO, atmosférico se traducird en un mayor
crecimiento de las plantas. De hecho, la fotosintesis por unidad de superficie foliar
aumenta con la concentracion de CO, (Figl.8) porque se reduce la limitacion de
substrato en la catalisis de la Rubisco, y porque disminuye competitivamente la
oxigenacion (Long 1991). Més alin, el aumento de CO, incrementa la eficiencia del uso
de la luz en la asimilacion neta de CO,, dando lugar a un aumento del crecimiento y por
tanto de la velocidad de produccion de superficie foliar. Esto se refuerza por una
disminucién del uso de agua, como se expone mas abajo, que acelera mas el desarrollo
foliar. Como consecuencia de estos cambios, se produce una serie de respuestas
secundarias, como un aumento de los carbohidratos no estructurales, una mejora del
estado hidrico de la planta, y en muchos casos disminuciones de la razéon C/N, de la

densidad de los estomas y de la relacion de masas raiz/tallo (Drake et al. 1997).

El IPCC reconocidé que podia haber, en las plantas, una estimulacion directa de
la produccion como resultado del aumento del CO, atmosférico, pero sugiri6 que un
crecimiento prolongado en CO; elevado podria reducir esta estimulacién “porque otros
factores como la baja disponibilidad de nutrientes podria limitar la toma de CO,”
(Melillo et al. 1990). En realidad se ha visto que la exposicién prolongada al CO,
elevado desencadena frecuentemente un proceso de aclimatacion fotosintética, también
conocido como “regulaciéon a la baja” (down-regulation), de forma que tras un
crecimiento prolongado en una atmosfera con enriquecimiento de CO,, las plantas son a
menudo incapaces de mantener la estimulacion inicial de la fotosintesis (Rogers &
Humphries 2000). Esta disminucion de la capacidad fotosintética conlleva alteraciones
en el intercambio gaseoso que son indicativas de una disminucion en la capacidad de

carboxilacion (Stitt 1991) y en la actividad o cantidad de Rubisco (Drake et al. 1997).

La aclimatacion fotosintética se debe, por tanto, a una disminucion de la

actividad (reduccion de Vmax) y cantidad de Rubisco, asociada con descensos en los
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transcritos de la subunidad pequefia del enzima (Drake et al. 1997, Moore et al. 1999) y
que se ha atribuido a una represion de la expresion génica de este enzima como
consecuencia del aumento de la concentracion de carbohidratos (Sheen 1990; Krapp et
al. 1993; Moore et al. 1999). Sin embargo, como esta aclimatacion negativa de la
Rubisco no se observa cuando el suministro de nitrégeno es abundante, aunque se
acumulen carbohidratos (Geiger et al. 1999), otros autores han concluido que la
disminucién de la capacidad fotosintética en CO, elevado se debe a una reduccion del
contenido de nitrogeno y proteinas en las hojas (Sicher & Bunce 1997, Nakano et al.
1997). Este efecto se ha atribuido a una dilucioén del nitrégeno debida a la aceleracion
del crecimiento en CO, elevado, de modo que cuando el nitrogeno se afade en
proporcion directa al crecimiento, no hay aclimatacion de la fotosintesis aunque haya

deficiencia de este nutriente (Farage et al. 1998).

Las hipdtesis elaboradas para explicar este fendomeno de la aclimatacion sugieren
que en ¢l pueden intervenir, tanto las limitaciones relacionadas con la eficiencia de la
carboxilacion (Long et al. 2004) como las impuestas por la conductancia de los estomas
(Sanchez-Diaz et al. 2004). Junto con un aumento de la fotosintesis, el aumento de la
concentracion de CO, provoca un cierre de los estomas (Long et al. 2004). Sin embargo,
no se conoce todavia el mecanismo por el que los estomas perciben el CO, y donde se
percibe en la hoja. Los estudios de intercambio gaseoso de Mott (1988) concluyeron
que los estomas responden al CO; intercelular, no al del aire externo, lo que explica la
notable constancia de la relacion entre CO; intercelular y externo que se observa
frecuentemente. A pesar del cierre parcial de los estomas al aumentar el CO,, la
limitacidén que éstos imponen sobre la fotosintesis disminuye en CO; elevado (Long et
al. 2004). En cambio, la disminucién de la conductancia de los estomas disminuye
notablemente la transpiracion y, por tanto, aumenta la eficiencia en el uso del agua. No
obstante, atin no esta claro si los estomas experimentan una aclimatacion al crecimiento
en CO, elevado paralela o independiente de la aclimatacion fotosintética en el mesofilo
(Morison 1998). La constancia de la razén entre el CO; intercelular y el del aire externo
es indicativa de una relacion estrecha entre ambos procesos, pero algunos estudios sobre
la sensibilidad de los estomas al cambio en la concentracion de CO, (Lodge et al. 2001)
y sobre la relacion entre fotosintesis y conductancia de los estomas (Medlyn et al. 2001)
sugieren que la aclimatacion de los estomas es independiente de la aclimatacion

fotosintética.
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El CO; elevado puede también afectar a la velocidad de carboxilacion por
unidad de superficie foliar a través de cambios en la anatomia de las hojas, tales como el
nimero de células del mesofilo, el grosor de este tejido o la masa por unidad de
superficie foliar (Peterson et al. 1999). De cualquier manera, se puede decir que la
aclimatacion fotosintética posee un grado de respuesta muy variable dependiendo de la
especie, la nutricion mineral y la influencia de otros estreses (Poorter & Pérez-Soba

2001).

1.6.2. Efecto del aumento de temperatura sobre la fotosintesis

Los procesos metabdlicos, incluida la fotosintesis, se ven limitados a
temperaturas por debajo de las optimas debido a que los sustratos no alcanzan la energia
de activacion necesaria. Al aumentar la temperatura, la tasa de reaccion se incrementa
linealmente, hasta alcanzar un maximo en la temperatura 6ptima (Larcher 2003). Una
vez llegado a este punto, un aumento en la temperatura no modifica la velocidad de
reaccion, hasta que debido al exceso térmico se produce una inhibicion de la misma. Las
enzimas se inhiben y se producen cambios en la fluidez de las membranas, llegdndose a

una tasa de reaccion nula.

El proceso fotosintético se ve afectado por el exceso de temperatura tanto a nivel
metabolico, por cambios en las actividades enzimaticas del ciclo de Benson-Calvin,
como a nivel de la estructura de los tilacoides, donde se producen modificaciones en la
energia de excitacion (Berry & Bjorkman 1980, Weis & Berry 1988). Bajo condiciones
naturales, el 6ptimo térmico para la fotosintesis neta de plantas Cs; es menor que el
optimo para la capacidad fotosintética potencial a CO, de saturacion, porque las altas
temperaturas incrementan las tasas de fotorrespiracion (Larcher 2003) y la respiracion
mitocondrial. Aunque los valores térmicos Optimos para la fotosintesis son especificos

de cada planta, en general se sittian entre 15 y 30°C.
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Fig 1.9. Tasas fotosintéticas a saturacion de luz, con diferentes temperaturas foliares, para tres
concentraciones de CO, (350 pmol mol™, linea continua; 500 pmol mol™, linea punteada; 850
pmol mol”, linea discontinua). Las flechas indican la tasa méxima fotosintética para dichas

concentraciones de CO, (Adaptado de Long 1991).

La temperatura de crecimiento modifica el Optimo de temperatura para la
asimilacion de CO,, la liberacion O, y el transporte electronico fotosintético (Berry &
Bjorkman 1980, Bunce 2000a, Yamasaki et al. 2002, Yamori et al. 2005), con cambios
en la dependencia de la temperatura de la regeneracion de RuBP y la carboxilacion que
deben ser tenidos en cuenta (Hikosaka et al. 1999, Bunce 2000a). Uno de los factores
mas importantes para explicar el incremento de la temperatura 6ptima de la fotosintesis
al aumentar la temperatura de crecimiento es un acrecentamiento de la energia de
activacion de Vomax (Hikosaka et al. 2006). Mas aln, la energia de activacion de Vimax

presenta variaciones entre especies C4 y C; de ambientes frios y calidos (Sage 2002).

En general, al aumentar la temperatura, los parametros de la fotosintesis como la
velocidad maxima de carboxilacion (Vemax) v la velocidad maxima de transporte
electronico fotosintético (Jmax) aumentan hasta un optimo y a partir de ¢l decrecen
(Humphries & Long 1995, Bernacchi et al. 2001; Yamasaki et al. 2002), mientras que
las caracteristicas cinéticas de la Rubisco como la especificidad (1) por el CO, respecto
del O; (Long 1991) (Fig. 1.10) y — a temperaturas relativamente altas - la carbamilacion
(Crafts-Brandner & Salvucci 2000, Haldimann & Feller 2004, Sharkey 2005)

disminuyen, de modo que al aumentar la temperatura aumenta la fotorrespiracion (Long
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1991, Bunce 1998). Por ello, el efecto favorable del aumento del CO; en la fotosintesis

se hara mas evidente a temperatura alta (Fig. 1.9, Long 1991).
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Fig 1.10. Dependencia de la temperatura del factor de especificidad (S/,). (Yamori et al. 2006).

1.6.3. Efecto interactivo del aumento del CO, y la temperatura

Los cambios atmosféricos tanto de temperatura como de CO, pueden tener un
efecto interactivo mayor del esperado, ya que los modelos bioquimicos de la fotosintesis
han predicho que en plantas C; las respuestas de la asimilaciéon de CO;, a los
incrementos de CO; a corto plazo son mayores a altas temperaturas (Long 1991). En un
amplio rango de cultivos C; y de especies salvajes estudiadas, se observo un aumento
significativo en la fotosintesis y en la produccion de materia seca en respuesta al
aumento de CO, atmosférico entre 500 y 1000 pmol mol™. Estos incrementos fueron
mayores cuando la temperatura era alta (Cure 1985, Idso 1989, Patterson & Flint 1990,
Drake & Long 1991, Lawlor & Mitchell 1991).

Ciertos experimentos han mostrado que tanto la produccién de materia seca
como el rendimiento del grano de trigo se vieron incrementados con el aumento de la
concentracion de CO,, pero se redujeron al aumentar la temperatura (Mitchell et al.
1995). Otros, en los que se utilizo trigo crecido en camaras controladas en invernadero,
o en camaras descubiertas (Open top chamber, OTC) no se encontr6 interaccion entre el

CO, y la temperatura sobre las caracteristicas fotosintéticas, el crecimiento o la
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fenologia del trigo (Delgado et al. 1994, Van Oijen et al. 1998). En contraste, tanto los
modelos como la experimentacion ensefiaron que el efecto beneficioso que se produce
al doblar la concentracion de CO, sobre el rendimiento del grano de trigo se vio
reducido e incluso anulado por el aumento de temperatura (Batts et al. 1998, Burkart et

al. 2000, Laurila 2001, Assenga et al. 2004).

Se han encontrado aumentos en la catalisis de la Rubisco con temperatura o CO;
elevados (Vu et al. 1997), como por ejemplo para Vimax ¥ Jmax, cuya adaptacion a largo
plazo a la temperatura alterd el aumento de la fotosintesis debido al CO; elevado (Ziska
2001). Para trigo y cebada crecidos en campo, se ha atribuido a cambios en t una
estimulacion de la fotosintesis mucho mayor de la esperada al doblar la concentracion
de CO; a temperaturas frias comparadas con especies crecidas a temperaturas calidas
(Bunce 1998). Pero también se ha encontrado una inhibicién de la actividad Rubisco
activasa a temperatura alta que disminuye la activacion del enzima (Feller et al. 1998;
Law & Crafts-Brandner 1999). En cambio, en experimentos con adicion alta de
nitrogeno, la aclimatacion negativa de la fotosintesis al CO, elevado fue menor para las

temperaturas mas calidas en varios experimentos (Martinez-Carrasco et al. 2005).

Aunque no hay demasiada informacion sobre posibles mecanismos de
regulacion de la Rubisco en condiciones de interaccion de temperatura y CO, (Morison
& Lawlor 1999), aumenta la evidencia de que la temperatura a la que crecen las plantas
modifica la respuesta de la fotosintesis a la temperatura y al CO, (Ziska 2001, Yamasaki

etal. 2002).
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Objetivos

La union de los aumentos de CO, y temperatura atmosféricos con el cambio
climatico reclama un mejor conocimiento de la respuesta de las plantas a la
combinacion de ambos factores. Sin embargo, en la amplia bibliografia sobre el efecto
del aumento del CO,, los estudios de su interaccion con la temperatura creciente son
relativamente escasos. Una razon de esta insuficiencia son los problemas en el disefio y
ejecucion de experimentos para valorar las interacciones del CO; con la temperatura, en
parte por razones simplemente técnicas, de disponibilidad de recursos y necesidad de
repeticion en los mismos en aras de una fiabilidad estadistica. El empleo de camaras de
gradiente de temperatura sobre cultivos de campo en este estudio es un intento de
abordar estas interacciones en condiciones proximas a las naturales. El uso de cadmaras
de crecimiento en uno de los experimentos ha tenido el proposito de mejorar el
conocimiento de ciertas respuestas disolviendo la usual asociacién de las condiciones
ambientales entre si.

Aunque la conductancia de los estomas no suele imponer mayores limitaciones
sobre la fotosintesis en una atmosfera mas rica en CO; que la actual, y se piensa que las
adaptaciones a dicha atmdsfera de estomas y fijacion de CO, en el mesofilo estan
unidas, no se conoce bien si este enlace persiste cuando CO, y temperatura aumentan

conjuntamente. En consecuencia, el primer objetivo de esta Tesis Doctoral es:

Conocer si las respuestas de la conductancia de los estomas y la
fotosintesis al CO; elevado se modifican por accion de la temperatura.
En asociacion con este objetivo, se ha examinado también si los estomas
y la fotosintesis se aclimatan al CO, elevado en paralelo o

independientemente.

En plantas de trigo en el campo, en cdmaras de gradiente de temperatura con el
CO; y la temperatura actuales o mas altos, se han analizado las respuestas directa (a
corto plazo) y de aclimatacion (largo plazo) de la conductancia de los estomas y la
fotosintesis al CO, y la temperatura, asi como la relacion entre ambos procesos.

Las consideraciones tedricas, basadas en las propiedades de la Rubisco, predicen
una interaccion del CO; y la temperatura sobre la respuesta de la fotosintesis a esta
ultima. Sin embargo, las respuestas a corto y a largo plazo a estos factores son muy

distintas y escasamente investigadas. El efecto de la temperatura de crecimiento sobre
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las respuestas a corto plazo de la fotosintesis a la temperatura se ha estudiado,
preferentemente, con plantas que crecen a temperatura constante. En el ambiente natural
cambiante, este efecto puede ser diferente. Por otra parte, la influencia que puede tener,
en la dependencia de la fotosintesis respecto de la temperatura, el crecimiento
prolongado en una atmoésfera rica en CO,, se desconoce en gran medida. En

consecuencia, un segundo objetivo de esta Tesis es

Averiguar si la respuesta de la fotosintesis a la temperatura se

modifica con el crecimiento en una atmésfera mas calida y rica en CO,.

Este estudio se ha realizado, en primer lugar, con plantas de trigo cultivadas en
condiciones de campo, dentro de camaras de gradiente de temperatura, con
concentraciones de CO, y temperaturas ambientales o aumentadas, plantas que
experimentan las fluctuaciones naturales diarias y estacionales de la temperatura. Aqui
se ha analizado el intercambio gaseoso y la velocidad de carboxilacion limitada por
Rubisco en las hojas a varias temperaturas. Seguidamente, el estudio se ha completado
con plantas cultivadas en camara de crecimiento en CO, ambiental o elevado, para
determinar la respuesta a la temperatura de los parametros del modelo de la fotosintesis

propuesto por Farquhar.
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Material y Métodos

3.1. Material Vegetal

El material vegetal utilizado en todos los experimentos realizados en este trabajo
fue el trigo, Triticum aestivum L., tanto para los experimentos realizados en campo
como para los llevados a cabo en cadmara de crecimiento. De igual manera, todo el
material vegetal utilizado en la experimentacion en laboratorio provino de dicha especie

vegetal y de dichas condiciones de experimentacion.

3.1.1. Especie vegetal utilizada: Triticum aestivum L.

El Triticum aestivum L., es una planta monocotiledonea, que pertenece a la
familia de las Gramineas o Poaceas, genero Triticum. Originaria de Oriente Medio, su
cultivo esta actualmente extendido por todo el mundo debido a la utilizacion del grano

en la alimentacion humana.

Tr qo
comin
o candeal

Dorling Kindersley
e ir ]

Fig 3.1. Distintas especies de trigo

Es una planta herbacea, con raiz fasciculada poco desarrollada. Sus hojas son
bastante largas, cintiformes, con nervios paralelos y terminadas en punta. La hoja esta

envainando al tallo de una forma caracteristica; en el punto en el que el limbo se separa
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del tallo, en el vértice de la parte envainadora de la hoja, se encuentran dos estipulas
cubiertas de fino vello y una ligula transparente aplicada sobre el tallo.

La espiga esta formada por un tallo o eje macizo llamado raquis, sinuoso y
estrangulado a intervalos regulares, sobre el que se encuentran unidas directamente y de
forma alternativa a derecha e izquierda, las espiguillas. Las espiguillas son numerosas y
se recubren apretadamente unas a otras, cada una contiene varias flores mas o menos
completamente desarrolladas. La flor es muy pequefia y desprovista de atractivo visual.
Tras la fecundacion, cada flor da lugar a un unico fruto, la caridpside o grano, que lleva

un embrion junto a las sustancias de reserva.

Sk,
Faglifmer Weipm

Fig 3.2. Espigas y grano de Triticum aestivum L.

3.1.2. Variedades de Triticum aestivum L. utilizadas
Todos los experimentos realizados se llevaron a cabo con la variedad de trigo de

primavera (Triticum aestivum L.) Alcala. Esta variedad tiene gran ahijamiento y un

ciclo largo y tardio de espigado. Su espiga es larga y aristada, y el grano de buena
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calidad harino-panadera. Es rustico, resistente a la sequia y al frio. Tiene una
productividad baja-media, es algo sensible al encamado, resistente al desgrane y a la
roya amarilla pero poco sensible a la parda y sensible a la negra, resistente al carbon
desnudo y poco sensible a la caries o tizon. Es apropiado para terrenos de mediana
fertilidad, en comarcas con frios apreciables. Bueno para su cultivo en las zonas

trigueras de las dos Castillas.

3.2. Condiciones de cultivo y disefios experimentales

Se realizaron dos experimentos de campo, ambos en los afios 2002 y 2003,
utilizando los mismos cultivos. Uno se encamind a investigar la aclimatacion de los
estomas y la fotosintesis al CO, y la temperatura de crecimiento, y el segundo a
investigar el efecto de las condiciones de crecimiento en la respuesta de la fotosintesis a
la temperatura. Se realiz6 también un experimento con macetas en camara de
crecimiento durante el invierno del 2003-2004, para explorar mas ampliamente el efecto

del crecimiento en CO; elevado en la respuesta de la fotosintesis a la temperatura.

3.2.1. Experimentos de campo

Los experimentos se realizaron en la finca experimental Mufiovela del Instituto
de Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca (IRNASA) (40.95° N 5.50° W, 800
m sobre el nivel del mar, aprox.) durante los meses de febrero (fecha de la siembra) a
julio (recogida de la cosecha final). El suelo de la zona es de tipo areno-arcilloso. El
clima, es de tipo mediterraneo, con una temperatura minima media (20 afios) de 0 °C
durante el mes mas frio (Enero) y una méxima de 27.2 °C durante el mes mas caluroso
(Julio). La precipitacién media anual es de 506 mm.

El trigo se sembro en hileras de unos 13.6 cm de separacion dando una densidad
de siembra de unos 185 a 190 kg ha™. En el 2002 se abon6 con 60 kg ha™ de Py K y 52
kg ha™' de N (en forma de Nitrato amonico) antes de la siembra. En el 2003, se sembro
primero un cultivo de Brassica napus y no se fertilizo el suelo antes de la siembra del
trigo. Posteriormente, se establecieron dos niveles de suministro de nitrogeno mediante

la adicion de 70 kg ha™' en parte del cultivo el 2 y el 30 de Abril de 2002 y 2003,
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respectivamente. El nutriente en solucion se aplicd cuidadosamente a mano para evitar
salpicaduras. El cultivo se regd semanalmente con un sistema de goteo que aportd 198
mm entre Febrero y Junio, igualando el promedio de lluvia en la zona en el periodo del

experimento.

3.2.1.1. Camaras de gradiente de temperatura (CGT)

Tras la emergencia del cultivo, se colocaron cdmaras de gradiente de
temperatura (CGT) sobre el mismo (Fig. 3.3). Las CGT fueron adaptadas a partir del
modelo descrito por Rawson et al. (1995). Son transportables y contienen en su interior
sondas, sensores y parte del equipamiento de control. Son de pléstico transparente, con
una estructura cerrada en forma de caja hecha de aluminio, con 9.6 m de longitud
(incluido un compartimento de salida de 0.6 m), 2.2 m de ancho y 1.7 m de altura en el

centro.

Fig 3.3. Imagen de uno de los CGTs utilizado en el experimento.

Tienen un disefio modular. Los modulos (3 m de longitud cada uno) de las tres
temperaturas, estan atornillados consecutivamente y separados por laminas discontinuas
transparentes (Fig. 3.4). Las laminas, de unos 15 c¢m, tienen una separacion entre ellas
de 10 cm y su funcion es la de reducir la mezcla de aire entre los mddulos por
conveccion. Para el techo se utilizd un plastico de polietileno estable al ultravioleta.
Este material posee buena transmision tanto de la radiacion fotosintéticamente activa
como de la radiacion ultravioleta, imitando asi las condiciones externas. Las paredes y
las laminas entre cada modulo, se hicieron de policarbonato rigido, que filtra la
radiacion UV. Las paredes rigidas previenen el efecto de rafagas de aire que puedan
afectar al gradiente de temperatura. El disefio incluye puertas en las paredes
longitudinales (Fig. 3.4) para poder acceder a las plantas que hay en el interior. Las

CGQTs fueron unidas a tablones de madera anclados al suelo.
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Fig 3.4. Esquema e imagenes de una de las CGTs utilizadas, con los tres modulos y distintos

componentes. Las 4reas consecutivas de muestreo estan sefialadas con lineas punteadas.

Se montaron dos ventiladores (90 Watt, 0.5 m’ s'l, modelo S&P HCBB/4-315-
HG Extractor) de entrada de aire en los médulos iniciales, por encima de la altura de las
plantas, y un ventilador de salida (140 Watt, 0.54 m’ s, modelo HCIB/4-315-B
Extractor tejado) en el techo del modulo final, para que el aire circule de forma continua
a través del tunel a la velocidad requerida para mantener una diferencia de temperatura
entre los dos modulos extremos. El ventilador colocado en el mddulo final estd en
realidad en el techo del compartimento de salida, asi el viento de fuera no perturba el
gradiente de temperatura (Rawson et al. 1995). El flujo de aire, esta en continua
variacion debido a cambios en la velocidad de los ventiladores para lograr la diferencia
de temperatura deseada entre los modulos de entrada y salida (Fig. 3.4). A velocidad
maxima el aire dentro de la camara cambia en menos de 1 minuto. La velocidad minima

de los ventiladores se fij6 en un 40% de la velocidad méaxima. Para ayudar a mantener la
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diferencia de temperatura durante la noche y cuando la radiacion solar era insuficiente
para ello, se colocaron tres calefactores pequefios (250-500 W) con ventilador por
encima del nivel de las plantas, en el compartimento de salida, mirando hacia el interior
de la camara (Fig. 3.4).

Para el control de la operacion de los ventiladores y los calefactores, los
termopares del disefio original (Rawson et al. 1995) fueron sustituidos por dos sondas
Pt-100 una de las cuales se colocd fuera de la camara, cercana a los ventiladores de
entrada para aproximar lo maximo posible la temperatura del modulo inicial a la
temperatura del exterior. La segunda sonda se colocd en el centro del médulo de salida
y un comparador de ambas sondas se conectd a un controlador proporcional, integrador
y derivador (PID) que enviaba sefiales a los ventiladores y calefactores. Las sondas de
temperatura se protegieron de la radiacion directa del sol y se ventilaron. La diferencia
de temperatura medida se uso para ajustar la velocidad requerida de los ventiladores: el
gradiente de temperatura dentro de la camara disminuye o aumenta cuando los
ventiladores giran mas rapido o mas lento, respectivamente. En vez de accionar los
calefactores mediante un temporizador (Rawson et al. 1995), las dos sondas Pt-100
controlan el tiempo de operacion de los calefactores desde 0% a 100% en ciclos de 15

segundos, con un tiempo mas amplio para el incremento del gradiente de temperatura.

Fig 3.5. Sonda de aire y sensor de humedad y temperatura dentro del modulo inicial o de entrada

(imagen A). Electrovalvula y salida de CO, dentro del CGT (imagen B).

La concentracion de CO, dentro de las camaras es continuamente monitorizada

en el modulo de salida mediante un analizador de gases por infrarrojo cuya sefal llega a
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otro PID, el cual controla en ciclos de 10 segundos el tiempo de apertura de una
electrovalvula que inyecta CO, cerca de los dos ventiladores de entrada (Fig. 3.5B),
para que la mezcla lateral de CO; en las cdmaras sea completa. Se colocaron en el
centro de cada mddulo a 60 cm sobre las plantas, unos sensores de humedad y
temperatura (HMDS50, Vaisala, Helsinki, Finlandia) ademéds de sondas de aire
conectadas a otro analizador de gases por infrarrojo (Fig 3.5A). Para registrar la
cantidad de radiacion fotosinteticamente activa (PAR) se colocaron dentro y encima de

cada tanel unos sensores de luz (LI-190SB, LI-COR, NE, USA).

Los datos se guardaron de forma continua en un ordenador mediante
convertidores analdgico-digitales (Microlink 751, Biodata Ltd, Manchester, UK) y
utilizando el software Windmill con la herramienta de programacion Test-Seq (Biodata
Ltd). Una de las subrutinas de este software controla unas electrovalvulas que
mantienen abierto o cerrando uno de los dos grupos de botellas de CO, que suministran
el gas a las camaras de CO,; elevado. Cuando la concentracion de CO, desciende por
debajo del nivel fijado, indicando que uno de los grupos de botellas estd agotado, la

valvula correspondiente se cierra mientras que la del otro grupo de botellas se abre.

Después de la realizacion del experimento, todo el equipamiento de
monitorizacion y la instalacion eléctrica se desinstalan y las CGTs se anclan al suelo y

se almacenan en el campo hasta el siguiente experimento.

3.2.2. Experimento en camara de crecimiento

El experimento se realizo en 2003-2004 en una cdmara de crecimiento (Koxka,
Pamplona) en macetas con perlita. La cadmara, una estancia con 3.58 m de largo, 4.78 m
de ancho y 2.35 m de alto tiene en su interior dos mesas (2.45 x 1.70 m) sobre las que se
colocaron las macetas (Fig. 3.6.). El juego de lamparas de la camara estd compuesto por
luces fluorescentes e incandescentes y es regulable en altura de forma que se pueda
ajustar la irradiancia deseada, en este caso una densidad de flujo fotonico de 300-350
umol m™ s, El fotoperiodo establecido en la camara fue de 14 h, desde las 7:00 a las
21:00 horas. Y la temperatura fue de 20 °C durante la luz y de 10 °C cuando ésta no
estaba encendida. La humedad relativa de la camara se ajustd al 60%. Mediante una

sonda de temperatura y humedad, se registraron en un ordenador los posibles cambios
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producidos en la temperatura y la humedad de la camara. Se utilizd6 una misma camara
para dos cultivos sucesivos, con objeto de disminuir las diferencias debidas a
condiciones de la camara. En uno de los cultivos, se inyect6 CO, puro junto a los

ventiladores interiores de la camara, para facilitar la mezcla con el aire.

Fig 3.6. Macetas dentro de la cdmara de crecimiento.

La inyeccion de CO;, se regulé mediante un analizador de gases por infrarrojo
conectado a una electrovalvula a través de un PID, de forma similar al experimento de
campo. Se sembraron 12 macetas de 16 1 con 35 semillas cada una para cada
experimento, uno llevado a cabo en CO, ambiente y otro en 700 pmol mol” de CO,. A
las macetas se les administré agua y una solucidon nutritiva (Israel et al. 1990)

completada con micronutrientes (Hewitt 1966) en cantidad suficiente:
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Sal _ mM (final)
CaCl, 4.0
Mg SO47H,0 1.5
Na; H PO412 H,O 0.399
H,NaPO4-2 H,O 0.936
Fe-Citrato 3H,O 0.1
Mn SO4-H,O 0.5
Cu SO45H,0 0.1
Zn SO47TH,0 0.1
H3;BOs3 5.0
NaCl 10.0
Na;MoO4-2H,0 0.05
K NO3 10.1

3.2.3. Disefios experimentales

Los dos cultivos de campo compararon todas las combinaciones de dos
concentraciones de CO, en el aire (ambiente y 700 pmol mol' de CO,), dos
temperaturas (ambiente y ambiente + 4 °C) y dos niveles de nitrégeno, cada uno
afiadido a una de las dos mitades longitudinales de las camaras (52 y 122 kg ha™ en
2002 y nada 'y 70 kg ha™', en adicion mas tardia, en 2003). Los experimentos tuvieron un
disefio anidado, con temperaturas y dosis de nitrégeno incluidas dentro del tratamiento
de CO..

El experimento en camara de crecimiento compard dos concentraciones de CO,
(ambiente y 700 pmol mol™ de CO,) con un disefio sin bloques.

Todas las medidas y muestras se repitieron cuatro (experimentos de campo) o

seis veces (experimento en camara de crecimiento).
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3.3. Determinaciones experimentales

3.3.1. Toma de muestras y conservacion

Se tomaron muestras de la Gltima hoja completamente desarrollada directamente
en el campo. Las muestras se recogieron en la emergencia de la espiga (20-22 Mayo en
2002; 21-23 Mayo en 2003) y la antesis (03-06 Junio en 2002; 04-06 Junio en 2003),
para las medidas de clorofila empleadas en el estudio de la aclimatacion de la
conductancia y la fotosintesis. Se tomaron muestras adicionales entre ambas fases para
el estudio de la respuesta de la fotosintesis a la temperatura. Se cort6 la hoja completa y
se congeld al instante en nitrégeno liquido. Con el fin de tener muestras de tamafo y
representatividad suficiente, de cada repeticion correspondiente a un tratamiento se
cortaron cuatro (experimentos de campo) o seis (experimento de cdmara de crecimiento)
hojas y se almacenaron juntas. Las muestras se trasladaron desde el campo o la camara
al laboratorio en nitrogeno liquido y se conservaron debidamente etiquetadas y

clasificadas en congeladores a -80° C.

3.3.2. Medida de la fotosintesis

Se utiliz6 un analizador de gases de infrarrojo (IRGA) CIRAS-2 (PP SYSTEMS,
Hitchin, Herts., UK) con operacion diferencial y circuito de aire abierto. Con este
aparato, se pueden obtener parametros como la asimilacion neta de CO, (A), la
transpiracion (E), la concentracion intercelular de CO; (Ci), la conductancia estomatica
(g) (para CO; y H;0) y la temperatura de la hoja. Excepto cuando se indiquen otros
valores, las medidas se realizaron en 1.7 cm® de superficie de la zona central de ultimas
hojas, con un flujo de aire de 300 ml min™', una temperatura de 25 °C, un déficit de
presion de vapor de 1.6 + 0.23 kPa, y una densidad de flujo fotonico de 1500 pmol m™

s, La temperatura se controld con el sistema Peltier del propio analizador.
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Fig 3.7. Imagen del IRGA Ciras 2 (A) y detalle de la camara foliar que lleva adaptada para la medida en
hojas in vivo (B). (http://www.ppsystems.com)

Recientemente, varias publicaciones han puesto de relieve que el intercambio
gaseoso entre las camaras foliares de los analizadores de CO, y el aire circundante
puede conducir a estimaciones erroneas de la fotosintesis y la concentracion intercelular
de CO;, (Jahnke & Krewitt 2002; Pons & Welschen 2002; Long & Bernacchi 2003;
Flexas et al. 2007b; Rodeghiero et al. 2007). La comparacion entre plantas con hojas
homobadricas y heterobéricas muestra que la fuga de gas entre las superficies de las
juntas de la camara foliar es mucho mayor que las posibles fugas a través del mesoéfilo
(Flexas et al. 2007b). En consecuencia, en el experimento en camaras de crecimiento las
estimaciones de A y Ci se corrigieron respecto a las fugas determinadas utilizando una
hoja fotosintéticamente inactiva, como describen Flexas et al. (2007b). Asi, se obtuvo
una hoja muerta mediante inmersion en agua hirviendo, después se seco con papel de
filtro y se introdujo en la cdmara foliar. La fotosintesis y la transpiracién aparentes se
midieron con el mismo protocolo utilizado para obtener las curvas A/Ci (véase mas
abajo). Las hojas parcialmente himedas tuvieron una transpiracion aparente
significativa, como cabe esperar (Fig. 3.8A); sin embargo, cuando la hoja muerta estaba
seca, la fuga de vapor de agua (Fig. 3.8B) fue pequeiia, a diferencia con lo observado
por Rodeghiero et al. (2007), y sin consecuencias para las determinaciones de A y Ci.
Por consiguiente, no se han hecho correcciones de la difusion del agua. La difusion de
CO; a través de las juntas de la camara foliar dependi6 de la concentracion de CO; en el

aire y del orden en el que se cambid ésta durante las medidas (véase abajo). Asi, al
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disminuir el CO; desde 115 hasta 12 pmol mol! de CO,, la difusion de CO, al interior
de la cdmara disminuyd progresivamente (Fig. 3.8C, recuadro pequefio), y al aumentar
la concentracion de 360 a 1800 pmol mol™ de CO, la difusion al exterior aumenté (Fig.
3.8C). Los escapes produjeron velocidades de intercambio aparente de CO, de -0.96
(con 115 pmol mol”! de CO,) a 1.8umol m™ s (con 1800 pmol mol” de CO,). El
intercambio gaseoso de las hojas vivas se corrigi6é sustrayendo las regresiones de la
fotosintesis aparente frente a la concentracion de CO, del aire. Los valores de Ci se
recalcularon utilizando las formulas del fabricante del analizador (Flexas et al. 2007b).

A partir de las curvas A/Ci corregidas, en el experimento en la cdmara de
crecimiento se estim6 la concentracion de CO; en el cloroplasto (Cc = Ci-A/gy),
utilizando la conductancia del mesofilo (gn,) determinada mediante ajuste no lineal de
las ecuaciones 3.1 y 3.6 (véase abajo), hallando los minimos de las sumas de
desviaciones al cuadrado. Para ello se ha utilizado un procedimiento recientemente
publicado (Sharkey et al. 2007, http://www. blackwellpublishing.
com/plantsci/pcecalculation/). Aunque g, disminuye en CO; alto, se ha demostrado que
esta disminucion tiene efectos despreciables en la estimacion, detallada mas abajo, de
las velocidades maximas de carboxilaciéon y transporte fotosintético de electrones.
(Flexas et al. 2007a).

En los experimentos de campo, se realizaron varios tipos de medidas de la
fotosintesis en la ultima hoja totalmente desarrollada, entre la emergencia de la espiga
(20-22 Mayo en 2002; 21-23 Mayo en 2003) y la antesis, (3-6 Junio en 2002; 4-6 Junio
en 2003), de 3 a 8 h después del comienzo del fotoperiodo. Para el estudio de la
aclimatacion de la conductancia de los estomas y la fotosintesis, se efectuaron medidas
con concentraciones de CO, de 370 y 700 pmol mol " de CO; en estas dos fechas. Para
otros estudios se emplearon varias concentraciones de CO,, como se detalla mas abajo.
Las medidas se realizaron, en el campo, en cuatro hojas elegidas al azar en areas
consecutivas de cada combinacion de CO, y temperatura. Se mididé una hoja de cada
tratamiento, con los tratamientos dispuestos al azar, antes de la hoja siguiente, de forma
que las diferencias durante el dia se absorbiesen en las hojas repetidas. En la cdmara de
crecimiento se hicieron medidas en seis hojas de distinta maceta cada una, de cada

concentracion de CO,.
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Fig 3.8. Respuesta de las fugas de vapor de agua (A, B) y CO, (C) a la concentracion de CO,; en el aire

(Ca) en una camara foliar que contiene una hoja muerta por tratamiento térmico. La hoja estaba

parcialmente himeda en (A) y completamente seca en (B).

3.3.2.1. Curvas de respuesta a la temperatura

Estas curvas se determinaron para observar como modifican las condiciones de

temperatura y CO, de crecimiento la dependencia de la fotosintesis respecto a la

temperatura. Las temperaturas empleadas fueron: 15, 20, 25, 30 y 35 °C. En el

experimento de campo de 2002, las concentraciones de CO; utilizadas en cada una de

las temperaturas de medida fueron 200 y 1000 pmol mol”, con las cuales, en luz
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saturante, la fotosintesis suele estar limitada por la capacidad de carboxilacion de la
Rubisco y por la -capacidad de regeneracion de Ribulosa-1,5-bisfosfato,
respectivamente. En el campo en 2003 y en la cdmara de crecimiento se emplearon, en

cada temperatura, las concentraciones de CO, detalladas en el apartado 3.3.2.3.

3.3.2.2. Respuestainicial al CO; en dos intensidades de luz

En el experimento en cdmara de crecimiento se midieron las respuestas A/Ci
para valores bajos de Ci (115, 90, 60, 24 y 12 umol mol'l) a dos intensidades de luz,
200 y 1500 pumol m™ s'. Se realizaron estas medidas para calcular el punto de
compensacion para el CO, (I'*) en ausencia de respiracion mitocondrial, y para calcular
la respiracion mitocondrial en la luz (Ry), siguiendo el procedimiento de Laisk (1977).
A diferencia de Ry, la fotorrespiracion depende en gran medida de la intensidad
luminosa; por lo tanto, el punto de interseccion de las respuestas A/Ci (que son lineales
en el margen de concentraciones de CO, elegido) para las dos intensidades luminosas
representa ['* y Ry cuando se extrapola a los ejes x (Ci) e y (A), respectivamente. Este

punto de compensacion es un indicador de la especificidad de la Rubisco por el CO,

respecto del O (Ecs.1-3 a 1-5).

3.3.2.3. Curvas de respuesta al CO; (curvas A/Cj)

Con estas curvas se obtuvieron dos parametros del modelo de fotosintesis de
Farquhar et al. (1980), la velocidad maxima de carboxilacién del enzima Rubisco
(Vemax) — en el campo en 2003 y en la camara de crecimiento - y la velocidad maxima de
transporte electronico con luz saturante (Jimax) — en la cdmara de crecimiento -. Para cada
temperatura de medida, las concentraciones de CO; en el aire introducido en la camara
foliar fueron de 60, 150, 250 y 360 umol mol en 2003, y 115, 90, 60, 24, 12, 370, 550,
700, 1100, 1500 y 1800 pmol mol™, por este orden, en la cdmara de crecimiento,
permitiendo un tiempo de estabilizacién de unos 5 min en cada una antes de registrar las
medidas. Vimax ¥ Jmax @ cada temperatura de medida se calcularon de acuerdo con

Farquhar et al. (1980):
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La asimilacion de CO; limitada por la actividad Rubisco, de acuerdo con las
Ecs. -6 y 1-7 es:
(C, -
C, + Kc(l+}§)))

A=V

Cmax

- R, Ec. 3.1

donde C, es Cj en el experimento de campo de 2003 y C, en el experimento en camara

de crecimiento.

Substituyendo (C,, -I'*)/( C, +K(1+0/K,)) por f en la Ec. 3.1:

A=V, - f—R, Ec. 3.2

Vemax ¥ Rg se resolvieron (Long & Bernacchi 2003), a cada temperatura de
medida, como una funcion lineal de f. En el campo en 2003 los valores de I'* K.y K, y

los parametros que describen su dependencia respecto a la temperatura se tomaron de

Bernacchi et al. (2001):

T, -2
K, =4049exp(79.43 2% ) Ec. 3.3
(R-298-T,)

T, —298
K, =278.4exp(36.38—*—"——) Ec.3.4
(R-298-T,)

[ = 4275 exp(37.83 %200 ) Ec.3.5

(R-298-T,)

donde R es la constante molar de los gases (8.314 J mol” K) y Ty la temperatura
absoluta de la hoja. En el experimento en camara de crecimiento I'* y R4y a cada
temperatura de medida se estimaron directamente como se indica en 3.3.2.2.

En el experimento en camara de crecimiento, a partir de la curva de respuesta
A/C, a cada temperatura de medida, se estim6 la velocidad de fotosintesis limitada por

la regeneracion de RuBP de acuerdo con las Ecs. 1.5, 1.6 y 1.13:

51



Material y Métodos

%
P FISE I B Ec. 3.6
C, )4.5C, +10.5T*

La velocidad de transporte de electrones, J, se relaciona con la irradiancia

absorbida Q,:
A°-Q,+J, )J+Q,J =0 Ec. 3.7

con solucion para J:

J — QZ + Jmax - \/(QZ + Jmax)2 - 46Q2Jmax
20

Ec. 3.8

donde 0 es la curvatura de la respuesta a la luz y Jmax la velocidad maxima de transporte

de electrones. Q; se relaciona con la irradiancia incidente, Q:

Q-abs-(1-F)
2

Q2= Ec. 3.9

donde abs es la absorbancia de las hojas (se supone que es 0.8) y F (que se supone igual

a 0.25) es una correccion de la calidad espectral de la luz (von Caemmerer, 2000).

La velocidad de fotosintesis saturada por la luz y el CO,, Apmax, se calculd
ajustando una hipérbola rectangular con el programa Photosynthesis Assistant

(http://www.scientific.force9.ac.uk):

A= EC'CC'Amax _

- Ec. 3.10
Ec-C,+A,,,

Donde EC es la eficiencia de la carboxilacion y R la respiracion (en luz y oscuridad).

Amax se utilizé para determinar Jy,x reordenando la Ec. 3.6:
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_ (Amax + Rd ) : (45CC + IOSF*)

‘]max
C -T*

Ec.3.11

Las respuestas a la temperatura de los parametros del modelo de la fotosintesis
obtenidos in vivo se normalizaron a una temperatura de referencia de 25 °C y se

ajustaron a una funcion de Arrhenius (von Caemmerer 2000; Medlyn et al. 2002):

Ln Parametro = Ln Parametro,s + H ﬂ Ec. 3.12

(R-298-T,)

donde Parametro,s es el valor a 25 °C y H es la energia de activacion.

3.3.2.4. Curva de respuestaalaluz

Con ella se obtiene, por un procedimiento alternativo, Amax sustituyendo J y Jmax
por A 'y Amax, respectivamente, en la Ec. 3.8. A partir del valor de Ap.x asi obtenido se
determiné Jyax (Ec. 3.11), en el experimento en cdmara de crecimiento, las intensidades
de luz utilizadas para esta curva fueron: 1500, 1200, 800, 500, 300, 200, 140, 80 y 3
umol m™ s, La concentracion de CO; en el aire durante las medidas fue de 1800 pmol

-1
mol .

3.3.3. Analisis de actividad Rubisco a diferentes temperaturas

Para el ensayo in vitro de la actividad Rubisco, en el experimento de campo de
2002, se empled el método descrito primeramente por Lilley & Walker (1974) y
modificado por Sharkey et al. (1991). En este ensayo se realiza una cascada de
reacciones (Fig. 3.9), una de las cuales se acopla a la oxidacion de NADH, midiéndose
la disminucién de absorbancia a 340 nm menos 400 nm en un espectrofotdmetro, con un
coeficiente de extincion molar de 6,22.

La reaccion catalizada por la fosfoglicerato kinasa es muy dependiente de la
concentracion de ADP, que es un inhibidor. Para que no sea limitante del flujo global,
se mantiene un balance ATP/ADP alto mediante la reaccion catalizada por creatina
kinasa (Fig. 3.9). La reaccion es lineal durante 30-60 s. Y la pendiente de esta linea es

proporcional a la actividad del enzima, teniendo en cuenta que la estequiometria entre
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oxidacion de NADH y carboxilacion de RuBP es 2:1, por lo que la velocidad de

carboxilacion sera la mitad de la de oxidacion de NADH.

RuBP + CO, (bicarbonato)

Rubisco l

2 3-fosfoglicerato

creatina
2 ATP ) )
/- Creatina kinasa

\ 2 (ADP + Pi) P-creatina
Y

2 glicerato 1, 3 bisfosfato

Fosfoglicerato kinasa

2NADH +H
Gliceraldehido 3 P

/-
deshidrogenasa \)
/

\

2 NAD*

2 gliceraldehido 3 fosfato

Fig 3.9. Esquema de la cascada de reacciones mediante la cual se realiza el analisis de actividad

Rubisco in vitro.

Para estimar la actividad Rubisco por unidad de superficie foliar, una alicuota de
las muestras congeladas en nitrogeno liquido y mantenidas a —80°C se fotografié con
una camara digital, determinandose su superficie mediante analisis de imagen. A
continuacion se determind su contenido en clorofila en extracto de acetona midiendo la

absorbancia a 663 y 645 nm a partir de la ecuacion (Arnon 1949):

Clorofila total (mgl™) = (8,05x A,) +(20,29x A,;) Ec.3.13

Con las muestras congeladas se realizo una extraccion en mortero congelado con

el tampon adecuado:

Tampon de extraccion:
- Bicina-NaOH 100 mM (pH 7.8)
- MgCl, 10 mM
- Mercaptoetanol 10 mM
- PVPP insoluble 2 % (peso: volumen)

54



Material y Métodos

- BSA + Triton X-100 1.1 mg/ml

Una alicuota del extracto se usé para medir el contenido de clorofila. El resto del
extracto se centrifugd a 13000 g durante 30 s y con una alicuota (20 pl) de dicho
extracto centrifugado se realizd una medida de actividad Rubisco inicial a temperatura
ambiente. El tiempo total desde la extraccion hasta la medida de la actividad Rubisco
inicial fue de menos de 2.5 min. Para realizar este andlisis se afiadio al extracto un
coctel que contenia todos los compuestos necesarios para llevar a acabo la reaccion en
cadena para medir la actividad. Los enzimas comerciales suspendidos en sulfato
amonico se precipitaron por centrifugacion y se disolvieron en glicerol al 20 %

(Sharkey et al. 1991).

Coctel de Analisis:
- Bicina-NaOH 100 mM (pH 8.2)
- MgCl, 20 mM
-KCl 10 mM
- ATP 5 mM
- NaHCO; 30 mM
- Creatina fosfato 5 mM
- Creatina kinasa 52 unidades/ml (u/ml)
- Fosfoglicerato kinasa (PGK) 12 u/ml
- Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPD) 11 u/ml
- NADH 0.2mM
- RuBP ImM

El resto del extracto vegetal se conservo en hielo para realizar las medidas de
actividad total. Estas medidas se realizaron a distintas temperaturas (15, 20, 25, 30 y
35°C) y se comprobd que la actividad Rubisco no cambiaba durante el tiempo
transcurrido desde la extraccion de la hoja hasta el ultimo de los cinco ensayos
dependientes de la temperatura.

Previo a la determinacion de la actividad Rubisco total se realizo la incubacion
del extracto foliar con Mg y bicarbonato durante 10 minutos a temperatura ambiente,
mientras que el resto del coctel de incubacion se ajustd a cada temperatura de medida

(15, 20, 25, 30 o0 35 °C) durante el mismo tiempo en bafios termostatizados.
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Coctel de incubacion:
- Bicina-NaOH 100 mM (pH 8.2)
- MgCl, 20 mM
-KCl 10 mM
- ATP 5mM
- NaHCO3; 30mM
- Creatina fosfato 5SmM

- BSA + Triton X-100 1.1mg/ml

Tras este tiempo de incubacion, en el que se consigue carbamilar todos los sitios
activos del enzima, se anadid el resto de enzimas (creatina kinasa, PGK, GAPD)
necesarias para que se produzca la cascada de reacciones, el NADH y la RuBP, y se
midi6 en un espectrofotdmetro cuyo portacubetas estaba termostatizado a la temperatura
de medida deseada, para lo que se conectd un bafio de agua al espectrofotometro. Este
paso se repitid una vez para cada temperatura, de forma que se realizaron cinco medidas
de actividad total y una inicial por cada muestra. Tanto la actividad inicial como la total,
se expresaron en pmol m™” s”'. El estado de activacion se estimd como la actividad
inicial en porcentaje de la actividad total.

Teniendo en cuenta que la solubilidad del CO, disminuye con el aumento de la
temperatura, se deseaba comprobar si la concentracion de NaHCO; que se utilizaba
(10mM) era la mas correcta para todo el rango de temperaturas utilizado. Tras realizar
analisis con 10 mM, 30 mM y 60 mM, se llegd a la conclusion de que la concentracion
Optima era 30 mM.

Al igual que los valores obtenidos in vivo, los valores de Vmax obtenidos in vitro
también se normalizaron a una temperatura de referencia de 25 °C (Medlyn et al. 2002)

y se ajustaron a una funciéon de Arrhenius (Ec. 3.12).
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3.3.4. Medida de la aclimatacion de los estomas y la fotosintesis

Para comparar las respuestas a largo plazo (aclimatacion) al CO, de crecimiento,
se utilizaron la conductancia de los estomas (g;), la velocidad de fotosintesis (A) y la
razén de concentraciones de CO; en los espacios intercelulares de la hoja y en el aire
externo (Ci/C,) medidas a 700 pmol mol ™! de CO; como se detalla en el apartado 3.3.2.

La sensibilidad de los estomas al CO, de crecimiento se valord con la pendiente
y la ordenada en el origen de la regresion lineal de g sobre el In (C;). Las respuestas de
gs al CO; a largo plazo, o de aclimatacion, y a corto plazo, o directa, se cuantificaron
con las razones de g, segin Bunce (2001), y el efecto neto como el producto de los

efectos de aclimatacion y directo:

05e.E) _[05e.E)] [ os(a.E) e 314
0s@ A [gs@E)] | os@n -

donde a y e denotan las condiciones de crecimiento en CO, ambiente (370 pmol mol™)
y elevado (700 pmol mol™), respectivamente, y A y E denotan las condiciones de
medida en CO, ambiente (370 umol mol™) y elevado (700 pmol mol™). Se calcularon
unas razones similares para la velocidad de fotosintesis.

La relacion entre la conductancia de los estomas y la velocidad de fotosintesis en
plantas que crecieron en CO, ambiente y elevado se analizé utilizando el modelo de

Ball et al. (1987):

A-H
gs=go+glc—r Ec. 3.15

a

donde A es la velocidad de fotosintesis (umol m™ s™), H; es la humedad relativa en la
superficie de la hoja, C, es la concentracion de CO, del aire (umol mol™), y go y g1 son
los parametros de la regresion. Las condiciones de medida de gs y A fueron 370 y 700
umol mol de CO, para el crecimiento en CO, ambiente y elevado, respectivamente.

La limitacion de la fotosintesis por parte de los estomas se calculé (Farquhar &

Sharkey 1982) como la disminucion relativa de la velocidad de fotosintesis con respecto
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a la que se obtendria si C; fue igual a C,, es decir, si no hubiera una limitacion a la

difusion del CO; al interior de la hoja por parte de los estomas:

(AC,) -~ AC)))-100
AC,)

Ec. 3.16

3.4. Tratamiento estadistico

Para el experimento de campo de los afios 2002-2003 el disefio del experimento
principal fue de parcelas divididas (strip-plot) con bloques al azar, con el afio como
bloque, el CO, en las parcelas principales, temperatura y nitrogeno en hileras y
columnas dentro de las parcelas principales, y las muestras repetidas en subparcelas
bajo las hileras y columnas. En el estudio de la respuesta de la fotosintesis a la
temperatura se excluyo el nivel de nitrogeno y la temperatura de medida constituyé un
nuevo estrato bajo las muestras repetidas. Con este disefio experimental, se llevo a cabo
el analisis de la varianza utilizando el paquete estadistico Genstat 6.2.

En dichos experimentos, para estudiar la respuesta a la temperatura de medida de
la fotosintesis y de Vcmax S€ ajustaron regresiones con el mismo paquete estadistico
Genstat 6.2. Se us6 un polinomio de segundo grado para ajustar los datos de fotosintesis
mientras que para Vgmax, ajustado a una ecuacion de Arrhenius, se utilizaron regresiones
lineares simples.

Las regresiones de los diferentes tratamientos se compararon mediante analisis
de paralelismo (Genstat 6.2), que ajusta primero un modelo comin para todos los
tratamientos. Seguidamente el modelo se amplia para incluir una constante
(interceptacion u ordenada en el origen en los polinomios de segundo grado y Vs en las
regresiones lineales) diferente para cada tratamiento, dando una serie de funciones
paralelas, una para cada tratamiento. Un tercer modelo final, incluye la constante y los
coeficientes de regresion diferentes para cada tratamiento, dando lineas que difieren en
la magnitud y la forma (pendiente) de la respuesta a la temperatura de cada tratamiento.
En cada uno de los tres pasos o modelos, se lleva a cabo un andlisis acumulado de
varianza que muestra el cambio en la nueva regresion comparada con la del modelo

anterior. Si el cambio en la regresion debido al tercer modelo final es significativo,
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entonces hay evidencia de falta de paralelismo, y han de ajustarse regresiones separadas
para cada tratamiento (curvas separadas P<0.05), esto implica que la respuesta a la
temperatura es significativamente diferente entre tratamientos. Si el no-paralelismo no
alcanza significacion (curvas separadas P >0.05), entonces el modelo precedente en el
analisis acumulado de varianza (segundo modelo que incluye una constante diferente
para cada tratamiento) valora si se necesitan interceptaciones diferentes. Si es asi y el
cambio respecto al primer modelo (modelo comun) es significativo (interceptaciones
separadas P <0.05) se obtienen lineas paralelas, lo que indica que las regresiones para
los diferentes tratamientos difieren en elevacion, pero muestran la misma respuesta a la
temperatura. Si este modelo no alcanza significacion, el primer modelo, con una Unica
regresion ajustada a todos los datos valora si hay una relacion significativa con la
temperatura (curva comun P < o0 >0.05).

Se realizaron varios analisis de paralelismo con el fin de ver todos los efectos
que podian producir tanto CO, como temperatura de crecimiento y su interaccion. Por
ello, se compararon las cuatro combinaciones de tratamientos, las concentraciones de
CO;, de crecimiento, las dos temperaturas de crecimiento, las temperaturas de
crecimiento dentro de cada CO, de crecimiento y las concentraciones de CO, de
crecimiento dentro de cada temperatura.

Para el experimento realizado en camara de crecimiento, los valores de todos los
parametros de la fotosintesis y sus funciones de respuesta a la temperatura se calcularon
separadamente para cada hoja. Las regresiones lineales de estimacion de I'*, Rd, Vemax,
J vy Jmax ¥ las exponenciales de dependencia de los parametros respecto a la temperatura
se ajustaron con el software Excel (Microsoft). Las varianzas de los datos obtenidos
para cada hoja se analizaron como en un disefio de dos vias (temperatura y COy;
parametros fotosintéticos) o de una via (CO,; parametros de dependencia respecto a la

temperatura) con seis repeticiones sin bloques, con el software estadistico Genstat 6.2.
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Aclimatacion de la conductancia y la fotosintesis al CO,

4.1.1. Condiciones ambientales en las camaras de gradiente de temperatura

La Figura 4.1.1 muestra que, en los experimentos de campo, la concentracion de
CO; en el aire aumentd efectivamente de 376+ 34 a 757+ 29 pmol mol y que la diferencia
de temperatura entre los extremos de las camaras estuvo proxima a 4 °C (3.79+ 0.9 y 4.0+
0.4 en CO, ambiente y elevado, respectivamente, en 2002, y 3.8+ 0.3 en ambas cdmaras en

2003).
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Fig 4.1.1. Curso medio diario de la concentracién de CO, (A), la temperatura (C,D) y la humedad (E, F) en
2002 (C, E) y 2003 (D, F) en camaras de gradiente de temperatura fijadas a CO, ambiente (370 pmol mol™,

0, O) o elevado (700 pmol mol”, ®, M) y a temperaturas ambiente (O, ® ) o ambiente + 4 °C (0, m ). La
irradiancia fuera y dentro de las camaras (O, ®, respectivamente) se muestra en (B) y la temperatura y

humedad fuera de las mismas (A ) se muestra en (D) y (F).

La humedad del aire en las horas centrales del dia fue similar con las dos
concentraciones de CO, y las dos temperaturas, mientras que al final del dia y en la noche

fue mas baja con temperaturas mas célidas. En el modulo con temperatura mas baja, la
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temperatura fue similar, y la humedad mas alta, que en el aire externo. La intensidad

luminosa dentro de las camaras fue el 89 % de la existente fuera de las mismas.

4.1.2. Conductancia de los estomas
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Fig 4.1.2. Respuesta de la conductancia de los estomas (gs) a la concentracion intercelular de CO, (Ci) para
la ultima hoja de trigo crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura, en CO, ambiente (360
umol mol™; O) o elevado (700 pmol mol”; @) en 2002. Cada figura muestra los resultados de una
combinacion de suministro de nitrégeno (alto, bajo) y temperatura (T o T+4). Las medidas se hicieron en la
emergencia de la espiga, la irradiancia fue de 1500 pmol m™ s y la temperatura foliar de 25 °C. Los datos
son medias de cuatro plantas repetidas (+ error standard, s.e.) y las lineas son las regresiones ajustadas al

modelo: gs =a + b In (Ci).

En general, la conductancia de los estomas (gs) disminuyd al aumentar C; en CO,

de crecimiento ambiente, pero no en CO, elevado (Figs. 4.1.2 y 4.1.3), excepto con
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suministro alto de nitrégeno y temperatura mas calida en 2003, con los cuales g; disminuyd
también con el aumento de C; en CO; de crecimiento elevado (Fig. 4.1.3d). En estas
figuras se muestran los datos en la emergencia de la espiga, pero en la antesis se
obtuvieron pautas de respuesta similares (datos no mostrados). Se encontré menor gs en
plantas de CO, elevado para cualquier valor de C; en plantas deficientes en N en 2002 (Fig.

4.1.2) y en todos los tratamientos en 2003 (Fig. 4.1.3).
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Fig 4.1.3. Respuesta de la conductancia de los estomas (gs) a la concentracion intercelular de CO, (Ci) para
la ultima hoja de trigo crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura, en CO, ambiente (360
umol mol™; O) o elevado (700 pmol mol”; ®) en 2003. Cada figura muestra los resultados de una
combinacion de suministro de nitrégeno (alto, bajo) y temperatura (T o T+4). Las medidas se hicieron en la
emergencia de la espiga, la irradiancia fue de 1500 pmol m? s y la temperatura foliar de 25 °C. Los datos
son medias de cuatro plantas repetidas (+ error standard, s.c.) y las lineas son las regresiones ajustadas al

modelo: gs =a+ b In (Ci).
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El anélisis de regresiones de g5 sobre el In(C;) para todo el margen de C; mostrd
pendientes mayores (mas positivas) y ordenadas en el origen menores en CO, elevado, lo
que indica que la sensibilidad de los estomas al CO, fue menor en plantas que crecieron en
CO; elevado (Tabla 4.1.1). Excepto con CO, elevado y nitrégeno alto en 2003, la
disminucién de gs con C; creciente fue mas pronunciada en temperatura ambiente que en
ambiente + 4 °C, lo que sugiere que las temperaturas mas altas disminuyeron la

sensibilidad de los estomas al CO,.

Tabla 4.1.1. Parametros del modelo de regresion y= a + b In x para la respuesta de la conductancia de los
estomas a la concentracion intercelular de CO, en la emergencia de la espiga, en la ultima hoja de trigo
crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura en CO, elevado (700 pmol mol™) o ambiente
(360 pmol mol™), temperatura ambiente o ambiente + 4 °C, y suministro alto o bajo de nitrégeno en 2002 y
2003. D es el porcentaje de la varianza explicado por las rectas de regresion para CO, ambiente y elevado,

ajustadas mediante regresion lineal con grupos (GenStat 6.2, 2002).

Ano Temperatura Nitrogeno CO; elevado CO, ambiente
a b R a b R D%
2002 Ambiente (T)  bajo 216 -8.7 0.31 414 -31.8 0.88 89.7
alto 73 20.9 0.86 352 -27.4 0.86 98.8
T+4 bajo 161 -1.7 0.07 413 -21.8 0.95 84.6
alto 117 22.1 0.72 385 -17.0 0.45 73.7
2003 Ambiente (T)  bajo 185 -6.8 0.64 757 -66.6 0.98 99.5
alto -62 389 0.90 722 -62.7 0.96 98.1
T+4 bajo 77 7.5 0.21 194 193 0.69 98.6
alto 666 -39.6 0.85 907 -38.9 0.78 97.1

El efecto negativo del CO; elevado en g, medida con 700 umol mol™ de CO, fue
menos pronunciado en 2002 que en 2003 (Tabla 4.1.2). En el primer afio, la disminucién
de g, con el CO; elevado tendid a ser menor con un suministro alto de nitrégeno — de
hecho, después de la antesis g; aumentd en CO; elevado con N alto -, aunque la interaccion
CO; x N no alcanz¢ significacion (Tabla 4.1.3).

Las interacciones N x fecha y temperatura x N x fecha fueron significativas (P<
0,05, Tabla 4.1.3), lo que indica que las temperaturas altas disminuyeron g en N alto

después de la antesis, pero la aumentaron en otros casos. En el segundo ano, g, disminuyo
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fuertemente en CO, elevado con las dos temperaturas y los dos niveles de nitrogeno
(Tablas 4.1.2 y 4.1.3). Ademas, en 2003 la interaccion temperatura x N fue significativa (P
< 0,05), como resultado del aumento en g5 con la temperatura en N alto pero no en N bajo
(Tabla 4.1.2).

La respuesta a largo plazo, o de aclimatacién, de g (medida a 700 pmol mol™ de
COy) al CO; elevado fue mayor en 2003 que en 2002 (Tabla 4.1.4). Con suministro alto de
N, no hubo aclimataciéon de g en 2002, y no hubo diferencias en la respuesta de

aclimatacion entre las dos temperaturas de crecimiento en ningun afio (Tabla 4.1.4).

Tabla 4.1.2. Valores medios (+ s.e.) de la conductancia estomatica (mmol m™ s™') medida en 700 pmol mol™
de CO; en ultimas hojas de trigo crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura en CO, elevado
(700 pmol mol™) o ambiente (360 umol mol™), temperatura ambiente (T) o ambiente +4 °C (T+4), y
suministro de nitrogeno bajo o alto, en 2002 y 2003. Las medidas se realizaron en la emergencia de la espiga

y 8-15 dias después de la antesis. La irradiancia fue de 1500 pmol m™ s™' y la temperatura foliar de 25 °C.

CO, elevado CO, ambiente
Fase Nitrogeno T T+4 T T+4
2002
Emergencia de la bajo 168+23 178+23 230+28 283 +£41
espiga alto 201 +15  257+32 217+16 297 +£51
Después de la bajo 16612 259+76 243 +£28 274+ 50
antesis alto 234 +32 166+ 22 202+27 130+38
2003
Emergencia de la bajo I51+15 137+30 341 £64 319+28
espiga alto 178 +£48 421+£53 346 £26 655+145
Después de la bajo 150£5 91+ 19 384 £65 327+103
antesis alto 137430 193 +22 281 +25 540+ 80

En plantas crecidas en CO, ambiente, el aumento del CO, de medida de 350 a 700
umol mol”! de CO, (respuesta a corto plazo, o directa) disminuy6 g en 0-13% (Tabla
4.1.4). Por tanto, la respuesta neta de gs al CO; elevado fue una reduccioén con N bajo en

2002 y con los dos suministros de N en 2003, a las dos temperaturas (Tabla 4.1.4).
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Tabla 4.1.3. Analisis de la varianza (Valores de F) para la conductancia de los estomas (gs) y la velocidad de
fotosintesis (An) medidas con 700 pmol mol” de CO,, y el contenido de clorofila en hojas ltimas de trigo
crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura en CO, elevado (700 pmol mol™) o ambiente
(360 umol mol™), temperatura ambiente o ambiente + 4 °C, y suministro de nitrégeno bajo o alto, en 2002 y
2003. Medidas tomadas en dos fases de desarrollo (emergencia de la espiga y después de la antesis). Los

numeros en negrita representan efectos significativos (P < 0.05).

gs An Clorofila

2002 2003 2002 2003 2002 2003
CO, (O) 2.47 11.93 6.61 13.07 0.20 3.23
Temperatura
(T) 1.59 5.77 2.68 1.16 7.27 0.11
Nitrogeno (N) 0.45 4.77 0.00 24.09 31.94 114.87
CT 0.00 2.47 2.15 0.00 0.11 0.20
CN 3.64 0.03 2.27 2.25 1.29 0.08
TN 1.79 7.50 0.00 5.13 2.96 1.42
CTN 0.06 0.84 0.35 5.30 2.12 0.50
Fecha (F) 3.92 4.18 10.33 46.96 96.40 26.50
CF 6.69 0.01 0.00 0.85 5.95 0.20
TF 7.37 2.12 4.90 3.38 0.29 2.28
NF 17.20 1.33 3.73 0.62 4.21 0.76
CTF 3.06 0.06 4.88 0.03 1.64 0.31
CNF 0.34 0.00 1.14 1.56 0.53 0.21
TNF 18.88 0.05 5.65 0.13 1.47 0.88
CTNF 1.04 0.33 1.70 0.88 1.62 0.39
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Tabla 4.1.4. Respuestas de aclimatacion, directa y neta de la conductancia de los estomas al CO, elevado en
hojas tultimas de trigo crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura, en temperatura ambiente
(T) o ambiente + 4 °C (T+4), y con suministro bajo o alto de nitrogeno, en 2002 y 2003. Los valores son
medias de dos fases de desarrollo (emergencia de la espiga y después de la antesis) y cuatro medidas en

plantas repetidas. Mas detalles en Material y Métodos, apartado 3.3.4.

Respuestas de los estomas

Ano Temperatura Nitrogeno  Aclimatacion Directa Efecto neto
[gs(e.E)/gs(a,E)] [gs(a,E)/gs(a,A)] [gs(e.E)/gs(a,A)]
2002 T bajo 0.71 1.01 0.71
alto 1.04 1.07 1.11
T+4 bajo 0.78 0.89 0.69
alto 1.07 0.94 1.00
2003 T bajo 0.42 0.87 0.36
alto 0.50 0.89 0.45
T+4 bajo 0.35 0.96 0.35
alto 0.50 0.92 0.46

4.1.3. Fotosintesis

En ambos afios, A medida con 700 pmol mol” de CO, fue significativamente
menor (P < 0.05, Tabla 4.1.3) en CO; elevado que ambiente. El efecto de la fecha fue
también significativo (P < 0.05), debido a la disminucion de A después de la antesis (Tabla
4.1.5). En 2003, el efecto del CO; elevado en A varid con el nitrogeno y la temperatura (P
< 0.05 para la interaccion CO, x temperatura x N); la disminucion de A fue menor en
temperatura ambiente + 4 °C y N alto. Asi, la aclimatacion de la fotosintesis se detecto los

dos afos, pero fue mayor en 2003 que 2002 (Tabla 4.1.6).
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Tabla 4.1.5. Valores medios (+ s.¢.) de la velocidad de fotosintesis (umol m? s™) medida en 700 pmol mol™
de CO; en ultimas hojas de trigo crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura en CO, elevado
(700 pmol mol™) o ambiente (360 umol mol™), temperatura ambiente (T) o ambiente +4 °C (T+4), y
suministro de nitrogeno bajo o alto, en 2002 y 2003. Las medidas se realizaron en la emergencia de la espiga

y 8-15 dias después de la antesis. La irradiancia fue de 1500 pmol m™ s™' y la temperatura foliar de 25 °C.

CO, elevado CO, ambiente
Fase Nitrogeno T T+4 T T+4
2002
Emergencia bajo 357+6.1 325+45 40.7+4.0 39.9+538
de la espiga  alto 37.5+23 403+£35 403+ 13 434+44
Después bajo 324+49 33.6+10.2 434+6.1 383+3.8
de la antesis  alto 342+4.6 33.6+6.0 409+59 269+10.7
2003
Emergencia bajo 243+2.1 179+2.0 36.7£2.5 39.1+1.0
de la espiga  alto 285+55 39.1+1.0 423+19 416+14
Después bajo 21.0+1.1 122+1.4 309+2.2 257+25
de la antesis  alto 21.9+44 31.1+2.0 345+2.1 322+3.6

Debido a la gran estimulacion de la fotosintesis al aumentar el CO, de medida de
350 a 700 pmol mol™ (efecto directo), el efecto neto del CO, elevado fue un aumento de la
fotosintesis, excepto en plantas que habian crecido con suministro bajo de nitrégeno y

temperaturas altas en 2003, que experimentaron la mayor aclimatacion (Tabla 4.1.6).
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Tabla 4.1.6. Respuestas de aclimatacion, directa y neta de la velocidad de fotosintesis (A) al CO, elevado en
hojas tultimas de trigo crecido en el campo en camaras de gradiente de temperatura, en temperatura ambiente
(T) o ambiente + 4 °C (T+4), y con suministro bajo o alto de nitrogeno, en 2002 y 2003. Los valores son
medias de dos fases de desarrollo (emergencia de la espiga y después de la antesis) y cuatro medidas en

plantas repetidas. Mas detalles en Material y Métodos, apartado 3.3.4.

Ano Temperatura Nitrégeno Respuestas fotosintéticas
Acclimatacion Directa Efecto neto
[A(e,E)/A(a,E)] [A(a,E)/A(a,A)] [A(e.E)/A(a,A)]
2002 T bajo 0.80 1.92 1.53
alto 0.87 2.04 1.75
T+4 bajo 0.83 1.77 1.53
alto 1.05 1.83 1.93
2003 T bajo 0.67 1.73 1.16
alto 0.65 1.79 1.17
T+4 bajo 0.47 1.69 0.79
alto 0.80 1.65 1.32

4.1.4. Raz6n Ci/C, y limitacion estomética

La razon entre el CO; intercelular y el del ambiente (Ci/C,) en hojas medidas con
700 umol mol” de CO, fue similar entre plantas crecidas en CO, ambiente y elevado en
2002 (media de 0.48 = 0.03), pero en el segundo afio la razén Ci/C, media fue menor en

plantas de CO; elevado (0.58 = 0.02) que de CO, ambiente (0.68 = 0.02).
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Limitaciéon estomas (%) .

Limitaciéon estomas (%) .
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Fig 4.1.4. Limitacion de la fotosintesis por los estomas en hojas tltimas de trigo crecido en el campo en
camaras de gradiente de temperatura en CO, ambiente (barras blancas) o elevado (barras negras),
temperatura ambiente (T) o ambiente + 4 °C (T+4) y suministro de nitrégeno bajo (d) o alto (s). Las medidas
se realizaron con 360 pumol mol™ (360) 0 700 pmol mol™ (700) de CO, en la emergencia de la espiga en 2002
(a) y 2003 (b). La irradiancia fue de 1500 pmol m™s™ y la temperatura foliar de 25 °C. Los datos son medias

de cuatro medidas en plantas repetidas (+ s.¢.).

En la emergencia de la espiga en 2002, la limitacion de la fotosintesis por los
estomas, medida con una concentraciéon de CO, comun para todos los tratamientos, fue
similar para plantas de CO, ambiente y elevado y temperatura ambiente, pero fue mayor en
CO; elevado a temperaturas 4 °C por encima de las ambientales (Fig. 4.1.4). En 2003, la
limitacion de la fotosintesis por parte de los estomas con una concentracion comun de CO;
fue mas alta en CO, elevado que ambiente, con las dos temperaturas de crecimiento. Sin
embargo, comparada a la concentraciéon de CO, de crecimiento respectiva, la limitacion
por parte de los estomas disminuy6 en CO; elevado, excepto con nitrogeno bajo en 2003.
Después de la antesis se observaron respuestas similares (no mostradas).

Medidas con 700 pmol mol”! de CO,, las relaciones entre Ci/C, y g fueron
curvilineas (Fig. 4.1.5). No se encontr6 correlacion entre Ci/C, y A (el valor de r fue 0.2 en
2002 y 0.35 en 2003). Cuando los datos de g y A,, medidos en sus respectivas
concentraciones de CO; de crecimiento, se ajustaron al modelo de Ball et al. (1987) — Ec.

3.15 -, se encontrd una relacidn tnica para las plantas crecidas en ambos niveles de CO; en
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temperatura ambiente, indicando que los estomas se aclimataron en paralelo con la
fotosintesis (Fig. 4.1.6). En cambio, hubo una diferencia significativa entre las relaciones
para CO, ambiente y elevado entre las plantas crecidas a temperatura ambiente + 4 °C, y la
relacion para las plantas a temperatura ambiente se separd significativamente de la de

ambiente + 4 °C.

08 2
Fig 4.1.5. Relacion entre la razon del CO,
06 | intercelular y el ambiente (Ci/Ca) y la
5 conductancia de los estomas (gs) en
O 04 ultimas hojas de trigo crecido en el campo
en camaras de gradiente de temperatura
021 en CO, ambiente (O) o elevado (®), en
2002 (a) y en 2003 (b). Las medidas se
hicieron con 700 pmol mol™ de CO, en la
emergencia de la espiga y poco después
de la antesis. Las curvas de regresion son:
§ a) Ci/Ca = -0.54 + 0.19 In(gs), 1* = 0.63;
C04re b) Ci/Ca = 0.04 + 0.11 In(gs), * = 0.62.
02 | N = 64 en ambos casos.
0.0

0 200 400 600 800

2 -1
gs, mmolm~ s
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Fig 4.1.6 Ajustes del modelo de Ball et al. (1987) para la conductancia de los estomas (gs) en la
emergencia de la espiga y poco después de la antesis en 2002 y 2003 en hojas tltimas de trigo crecido en
el campo en camaras de gradiente de temperatura con dos niveles de suministro de nitrégeno. ®) CO,
elevado y temperatura ambiente; B) CO, elevado y temperatura ambiente + 4 °C; O) CO, y temperatura
ambientes; [1) CO, ambiente y temperatura ambiente + 4 °C. Los pardmetros de la regresion gs =a +b An
Hr/CO, se indican mas abajo. D es el porcentaje de varianza explicado por las rectas ajustadas utilizando

regresion lineal con grupos (GenStat 6.2, 2002).

Temperatura CO, a b r D%

T+4 Ambiente -117.6 20.17 0.80 79.2
Elevado 12.4 11.279 0.78

T Ambos -19.5 11.279 0.61

4.1.5. Concentracion de clorofila

La concentracion de clorofila por unidad de superficie no cambid con el CO, de
crecimiento, pero disminuy6 significativamente (P < 0,05) con el suministro bajo de N
(Tabla 4.1.3). En 2002, la velocidad de fotosintesis y gs no se correlacionaron con la
concentracion de clorofila (Fig. 4.1.7a, c), pero en 2003 las menores fotosintesis y gs en

CO; elevado se relacionaron con una menor concentracion foliar de clorofila (Fig. 4.1.7b,

d).
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Fig 4.1.7. Relaciones con la concentraciéon de clorofila por unidad de superficie foliar de: (a, b) la

velocidad de fotosintesis (A) y (c, d) la conductancia de los estomas (gs) en hojas tltimas de trigo crecido

en el campo en camaras de gradiente de temperatura en CO, ambiente (360 pmol mol™; O) o elevado

(700 pmol mol™; @), en (a, ¢) 2002 y (b, d) 2003. Los coeficientes de determinacion fueron: a) R* = 0.04,
n.s.; b) R =0.51, P <0.001; ¢) R* = 0.09, n.s.; d) R> = 0.40, P < 0.001. N = 64 en todos los casos.
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Respuesta de la fotosintesis a la temperatura

4.2.1. Intercambio gaseoso

La respuesta de la fotosintesis a la temperatura en el experimento de campo se
estudié midiendo el intercambio gaseoso saturado por la luz a temperaturas desde 20
hasta 30 °C; debido a las altas temperaturas externas, no se consiguid disminuir la
temperatura de la camara foliar del IRGA hasta 15° C en todos los casos. Se describiran
primero los resultados conjuntos de los dos afios, obtenidos con una concentracion de
CO, durante las medidas de alrededor de 200 pmol mol™. El intercambio gaseoso con
otras concentraciones de CO, en uno u otro afio del experimento se detallara a

continuacion.

16
- 12 +
[72]
=
5 87
E S
3.
< 4| 0,0 A= 2.60+ 0.844 T-0.017 T2
n = -2.20+ 0.755 T-0.012 T?
® A=-503+0.755T-0.012 T?
0 4// L L L L |
0 20 25 30 35 40

T°C

Fig 4.2.1. Respuestas de la fotosintesis a la temperatura foliar en hojas ultimas de trigo crecido en 370
pmol mol! CO, (simbolos abiertos) o 700 pmol mol' CO, (simbolos cerrados) combinados con
temperatura ambiente (circulos) o ambiente + 4 °C (cuadrados). El intercambio gaseoso se midi6 con 200
(primer afio) - 225 (segundo afio) pmol mol” CO, e irradiancia de 1500 pmol mol™”. La significaciéon de
las diferencias entre lineas de regresion esta dada por el analisis de paralelismo en la Tabla 4.2.2. Las
regresiones se ajustaron con 8 datos por combinacién de tratamientos y temperatura de medida y se

muestran las medias + error standard (barras verticales).

Con una concentracion de CO, en el aire de 200-225 umol mol'l, dentro del
margen en el que la fotosintesis estd normalmente limitada por la actividad Rubisco, el
crecimiento en CO; elevado provoco una disminucion de la asimilacion de carbono de
un 35 % (Fig. 4.2.1). Sin embargo, esta disminucién no alcanz6 la alta razon de
varianzas requerida para que el efecto del CO, fuera significativo con el disefio

experimental adoptado (Tabla 4.2.1).
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Tabla 4.2.1. Probabilidades (F) en el analisis de la varianza para la fotosintesis y la V., de la Rubisco
medidas a 20, 25, 30 y 35 °C. Analisis efectuados entre la emergencia de la espiga y la antesis en hojas
Gltimas de trigo crecido en 370 0 700 umol mol” CO, combinados con temperatura ambiente o ambiente
+ 4 °C. La fotosintesis se midi6 con 200 (primer afio)- 225 (segundo afio) pmol mol™ CO, e irradiancia de
1500 pmol mol™. Vepa se midi6 in vitro el primer afio de experimento y a partir de la respuesta A-Ci el

segundo afio. ns, no significativo.

=
Fuente de varianza Fotosintesis V cmax
CcOo2 ns 0.033
Temp 0.013 ns
CO2.Temp 0.01 0.065
T medida 0.026 <.001
Lineal ns <.001
Cuadratico 0.003 0.07
CO2.T medida <0.001 0.095
CO2.Lineal <0.001 0.021
CO02.Cuadratico ns ns
Temp.T medida ns ns
Temp.Lineal 0.068 ns
Temp.Cuadratico ns ns
CO2.Temp.T medida ns ns
CO2.Temp.Lineal ns ns
CO2.Temp.Cuadratico ns ns

La temperatura de crecimiento no tuvo efecto en la fotosintesis de plantas
crecidas en CO, ambiente, mientras que la aument6 en las crecidas en CO, elevado,
siendo significativa esta interaccion (Tabla 4.2.1). La fotosintesis mostrd a su vez un
aumento seguido de una disminucidon al crecer la temperatura, como muestra el
componente cuadratico significativo de esta respuesta. La interaccion significativa
indica que el CO, elevado modificé la respuesta de la fotosintesis a la temperatura de
medida; el componente lineal significativo en el andlisis de la varianza indica que la
ordenada en el origen de la regresion de la fotosintesis sobre la temperatura fue menor

en CO; elevado que en ambiente, y que las temperaturas de medida crecientes tuvieron
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un efecto general sobre la fotosintesis negativo en CO, ambiente y positivo en CO,
elevado (Fig. 4.2.1).

La forma de la respuesta de la fotosintesis a la temperatura de medida se
examind mas detalladamente mediante regresion lineal multiple con grupos (analisis de
paralelismo). Con alrededor de 200 pmol mol™” de CO, de medida, la comparacién de
las plantas crecidas en CO, ambiente y elevado (Tabla 4.2.2) mostré una diferencia
significativa en la elevacion (ordenada en el origen) de la curva fotosintesis-
temperatura, con un valor menor para CO; alto (Fig. 4.2.1). Esto muestra que el CO,
elevado disminuy6 la capacidad fotosintética. Ademads, la ausencia de paralelismo
(modelo con curvas separadas significativo) indica que la fotosintesis tuvo una
respuesta a la temperatura significativamente diferente para plantas crecidas en las dos
concentraciones de CO,, aumentando la fotosintesis mas y hasta temperaturas mas altas
en CO, elevado (alrededor de 32 °C y 24 °C para CO, alto y ambiente,
respectivamente). Las respuestas de la fotosintesis a la temperatura no fueron
significativamente diferentes para plantas crecidas en temperatura ambiente y ambiente
+ 4 °C y CO, ambiente. En cambio, esta respuesta fue diferente para ambas
temperaturas de crecimiento en CO, elevado (modelo con ordenadas en el origen
separadas significativo, Tabla 4.2.2), con una mayor elevacion para temperatura
ambiente + 4 °C (Fig. 4.2.1). Esto muestra que las temperaturas mas calidas tuvieron un
efecto positivo en la fotosintesis en CO; elevado, pero no en CO, ambiente. Este efecto
positivo consistiéo en un aumento de las velocidades de fotosintesis, y no en un cambio
en la respuesta de la fotosintesis a la temperatura (modelo de regresion con curvas

separadas no significativo, Tabla 4.2.2).
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Tabla 4.2.2. Razones de varianza (r.v.) y probabilidades (F) del analisis acumulativo de la varianza en el
analisis de modelos paralelos para las respuestas a la temperatura de la fotosintesis y la velocidad maxima
de carboxilacion del enzima Rubisco (Vmax). La fotosintesis se midid los dos afios con 200-225 pmol
mol” de CO, y en uno solo de los afios con 1000 (2002) 60, 135 y 330 (2003) pmol mol” de CO,. (n.s.)
significa no significativo estadisticamente. Analisis comparativos de todos los tratamientos (Trat), de las
dos concentraciones de CO, (CO,), las dos temperaturas (Temp), y las dos temperaturas en CO, de

crecimiento ambiente (AmbTemp) y elevado (ElevTemp).

Ordenada Orig.
Comparacion Curva comun separada Curvas separadas
r.v. F r.v. F r.v. F
A200 Trat 1,95 (n.s.) 30,95 <0,001 1,13 (n.s.)
(2 afios) CO2 1,00 (n.s.) 70,14 <0,001 2,76 (0,069)
Temp 0.64 (n.s.) 4.08 0.046 0.23 (n.s.)

AmbTemp 1,68 (n.s.) 0,06 (n.s.) 0,17 (n.s.)
ElevTemp 2,93 (n.s.) 28,32 <0,001 0,31 (n.s.)

A1000 Trat 8,79  <0,00 852 <0001 0,08 (n.s.)
(Afio CO2 823  <0,00 1506  <0,001 0,03 (n.s.)
2002) Temp 7,56  <0,001 0,6 (ns) 0,085  (ns.)

AmbTemp 2,67 (n.s.) 0,67 (n.s.) 0,01 (n.s.)
ElevTemp 9.90 <0,001 17,58 0,001 0,43 (n.s.)

A60 Trat 24471  <0,001 36833  <0,001 20,08  <0,001
(Afio  CO2 217,94  <0,001 949,72  <0,001 47,17  <0,001
2003) Temp 60,38  <0,001 879 0,003 1,06 (n.s.)

AmbTemp 303,66 <0,001 21,3 <0001 548  <0,001

ElevTemp 47,08  <0,001 1829 <0001 23 (n.s.)
A130 Trat 40,6 <0,001  431,7 <0,001 888  <0,001
(Afio  CO2 36,05  <0,001 876,84 <0,001 19,36  <0,001
2003) Temp 10,67  <0,001 4,75 0,03 1,21 (n.s.)

AmbTemp 53,53 <0,001 0,78 0,379 1,89 (n.s.)
ElevTemp 8,49 <0,001 41,33 <0,001 1,35 (n.s.)

A330 Trat 10,63 <0,001 294,88 <0,001 8,08  <0,001
(Afio) CO2 9,06  <0,001 698,18 <0,001 17,79  <0,001
2003 Temp 3,14 <0,05 6,51 0,011 0,74 (n.s.)

AmbTemp 7,71 <0,001 0,37 0,545 0,17 (n.s.)
ElevTemp 22,69 <0,001 60,96 <0,001 1,15 (n.s.)

Vcemax Trat 351,43  (<0,001) 14,12 (0,001) 1,73 (ns)

(2 afnos) CO2 340,94 (<0,001) 35,54 (<0,001) 3,13 (0,079)
Temp 261.23  (<0,001) 0.58 (ns) 0.99 (ns)
AmbTemp 682,31 (<0,001) 4,37 (0,041) 0,02 (ns)
ElevTemp 125,57  (<0,001) 2,76 (ns) 1,08 (ns)
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Las medidas de intercambio gaseoso realizadas en el afio 2002 con 1000 pmol
mol! de CO,, indican que el CO, de crecimiento modifico significativamente la
relacion de la fotosintesis con la temperatura, siendo menor la elevacion de la curva de
respuesta en las plantas crecidas en CO, elevado (modelo con ordenadas en el origen
separadas significativo, Tabla 4.2.2; Fig. 4.2.2). Sin embargo, a pesar de esta diferencia
en la elevacion, la respuesta de la fotosintesis a la temperatura no fue diferente, ya que
los parametros que caracterizan la pendiente no fueron significativamente distintos
(modelo de regresion con curvas separadas no significativo, Tabla 4.2.2). Por ello, se
obtuvieron curvas con elevacion distinta pero paralelas. En las plantas que crecieron con
CO; ambiente la temperatura de crecimiento no tuvo ningun efecto en la respuesta de la
fotosintesis a un cambio en la temperatura de medida (Fig. 4.2.2). En cambio, en las
plantas crecidas bajo la influencia de la concentracion elevada de CO,, el aumento de la
temperatura de crecimiento 4° C por encima de la ambiental indujo un aumento en la
elevacion de la curva de respuesta de la fotosintesis a la temperatura. En este caso los
parametros que caracterizan la pendiente tampoco variaron significativamente, de modo
que la respuesta con ambas temperaturas fue paralela (Tabla 4.2.2). En las medidas con
1000 pumol mol' de CO, hubo una regresiéon comun que si se ajustaba
significativamente tanto para los cuatro tratamientos en su conjunto como para las dos
concentraciones de CO, y niveles de temperatura de crecimiento.

La fotosintesis medida en 2003 con concentraciones de CO, de 60, 130, y 330
umol mol ' se muestra en la Figura 4.2.3. A medida que aumento la concentracion de
CO; de medida, el 6ptimo de temperatura para la fotosintesis fue mas alto. Las curvas
de respuesta de la fotosintesis a la temperatura de medida fueron mas altas para las
plantas que crecieron en CO, ambiente que en CO, elevado (Tabla 4.2.2). Con un
mismo CO; de crecimiento, estas curvas de respuesta fueron mas altas en temperaturas
4 °C superiores a la ambiente que en esta ultima, excepto en plantas crecidas en CO,
ambiente y medidas con concentracién de CO, de mas de 60 pmol mol’, que no

mostraron diferencias entre temperaturas de crecimiento.
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Fig 4.2.2. Respuesta de la fotosintesis a la temperatura medida con 1000 pmol mol™ de CO, para plantas
crecidas en 370 pmol mol' CO, (simbolos abiertos) o 700 pmol mol’ CO, (simbolos cerrados)
combinados con temperatura ambiente (circulos) o ambiente + 4 °C (cuadrados). La significacion
estadistica de las diferencias entre lineas de regresion estd dada por el andlisis de paralelismo de la Tabla
4.2.2. Los puntos representan medias + error estandar (barras verticales) de datos reales y las lineas son

las curvas de regresion ajustadas a dichos datos.

En las medidas realizadas con el CO, mas bajo (60 umol mol™), las curvas de
respuesta de la fotosintesis a la temperatura mostraron diferencias significativas (Tabla
4.2.2), tanto en elevacion como en los parametros que definen la pendiente, entre las
plantas que crecieron en CO, elevado y las que lo hicieron en CO, ambiente. El maximo
de fotosintesis se alcanz6 entre 20 y 25 °C para las plantas de CO, ambiente, con un
descenso rapido entre 25 y 35 °C, mientras que las plantas de CO, elevado tuvieron el
maximo de fotosintesis entre 25 y 30 °C y un descenso no tan pronunciado hasta los 35
°C. Se encontraron también diferencias debidas a la temperatura de crecimiento. Asi,
con ambas concentraciones de CO, durante el crecimiento, la curva fotosintesis-
temperatura de medida tuvo mayor elevacion en las plantas de temperatura de
crecimiento 4 °C mas alta. En las plantas crecidas en CO, ambiente, el descenso de la
fotosintesis al aumentar la temperatura de medida fue mayor para las plantas de
temperatura ambiente y el maximo de fotosintesis se situé en 20 °C. Para las plantas
crecidas en CO, elevado, se obtuvieron curvas paralelas pero de elevacion distinta,

siendo mas alta la de las plantas que crecieron con una temperatura 4 °C mas calida.
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Fig 4.2.3. Respuesta de la fotosintesis a la temperatura medida a 60 (A), 135 (B), y 330 (C) umol mol de
CO, para plantas crecidas en CO, ambiente y temperatura ambiente (circulos abiertos y linea discontinua
fina), CO, ambiente y temperatura 4 °C mayor (cuadrados abiertos y linea continua fina), CO, elevado y
temperatura ambiente (circulos rellenos y linea discontinua) y CO, elevado y temperatura + 4 °C
(cuadrados rellenos y linea continua gruesa). La significacion estadistica de las diferencias entre lineas de
regresion esta dada por el analisis de paralelismo de la Tabla 4.2.2. Los puntos representan medias =+ error
estandar (barras verticales) de datos reales y las lineas son las curvas de regresion ajustadas a dichos

datos.

Cuando se utilizaron 135 o 330 pumol mol”! de CO, de medida se observaron
diferencias significativas debidas al CO, de crecimiento, tanto en la elevacion de la
curva de respuesta de la fotosintesis a la temperatura como en los pardmetros que
definen la pendiente de esa respuesta (Fig. 4.2.3). Como se ha indicado, la elevacion de
las curvas fue menor en las plantas que crecieron en CO; elevado, pero la fotosintesis
aumento con la temperatura hasta maximos desplazados entre 5 y 10 °C mas respecto a
las plantas crecidas en CO, ambiente, esto es, desde unos 25 °C para las plantas de CO,
ambiente hasta unos 30 °C (35 °C en las medidas con 330 pmol mol™ de CO,) para las

de CO; elevado. En medidas con 135 y 330 umol mol™ de CO», el crecimiento con 4°C
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mas de temperatura no tuvo influencia en las plantas que crecieron con el CO, igual al
actual en la atmosfera, de forma que con las dos concentraciones de CO, de medida se
obtuvo una curva comun para ambas temperaturas de crecimiento (Tabla 4.2.2). En
contraste, en las plantas que crecieron en CO, elevado, las plantas que crecieron con
temperatura mas alta tuvieron una curva de respuesta de la fotosintesis a la temperatura

con mayor elevacion que las plantas que crecieron en temperatura ambiente.

4.2.2. Influencia de la conductancia (gs)

Las medidas que se realizaron de intercambio gaseoso, también dan los valores
de la conductancia de los estomas y por tanto de como se comportan éstos durante las
medidas y de su posible influencia en la respuesta de la fotosintesis a la temperatura por
su relacion directa con el CO, intercelular.

Los valores de conductancia de los estomas fueron mas bajos en 2002 que en
2003 (Fig. 4.2.4), mostrando que las plantas estuvieron sometidas a mayor déficit
hidrico el primer afio. En 2002, La respuesta de la conductancia a la temperatura fue
similar para las dos concentraciones de CO, de medida. En general, la conductancia,
disminuy6 rapidamente desde un maximo a la temperatura mas baja (20 °C) hasta los 30
°C y a partir de esta temperatura se hizo estable o disminuy6 levemente. Como
excepcion, las plantas de CO; bajo y temperatura ambiente tuvieron un maximo, no en
la temperatura mas baja, sino entre 25° C (para 200 umol mol” de CO, de medida) y 30°
C (para 1000 pmol mol™ de CO, de medida).
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Fig. 4.2.4. Respuesta de la conductancia a la temperatura, medida a 1000 (A), y 200 umol mol™” de CO,
(B) en 2002 y a 60 (C), 135 (D), 225 (E) y 330 (F) umol mol™ de CO, en 2003, para plantas crecidas en
CO, ambiente y temperatura ambiente (circulos abiertos y linea continua fina), CO, ambiente y
temperatura 4 °C mayor (cuadrados abiertos y linea continua fina), CO, elevado y temperatura ambiente
(circulos rellenos y linea discontinua) y CO, elevado y temperatura + 4 °C (cuadrados rellenos y linea
continua gruesa). Los puntos representan datos reales y las lineas son curvas ajustadas a dichos datos.

El CO; de crecimiento no pareci6 influir especificamente en la conductancia. En
cambio, la temperatura de crecimiento si parecid tener un papel importante en la misma.
Las plantas que crecieron con 4 °C mas de temperatura tuvieron valores mayores de
conductancia, independientemente de cual fuera su CO, de crecimiento. Esta diferencia

fue mas evidente cuando las plantas crecieron en CO, elevado.
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En 2003, la conductancia de los estomas fue generalmente mayor en plantas de
CO; ambiente que de CO; elevado, con todas las concentraciones de CO, de medida del
intercambio gaseoso (Fig. 4.2.4). Por su parte, la temperatura de crecimiento aumento la
conductancia con ambos niveles de CO, de crecimiento. La respuesta de la
conductancia a la temperatura de medida fue negativa con CO, ambiente durante el
crecimiento, pero positiva con CO, elevado, con la excepcion en este ultimo caso de las

medidas realizadas con 60 pmol mol ™! de COa,.

4.2.3. Relaciones A-C;

Las respuestas de la fotosintesis a la temperatura con concentraciones de CO,
subambientales pueden deberse a la actividad Rubisco. Para examinar esta posibilidad,
en 2003 se analizdo primeramente el efecto de la temperatura en la relacion entre
fotosintesis y concentracion de CO, en los espacios intercelulares de las hojas (A-Ci),
cuya pendiente inicial es la eficiencia de la carboxilacion, dependiente de la actividad
Rubisco.

La Figura 4.2.5 muestra que las respuestas de la fotosintesis a concentraciones
de CO, en los espacios intercelulares inferiores a, aproximadamente, 250 pmol mol™
fueron lineales. Dentro de cada una de las cuatro combinaciones de CO, y temperatura
de crecimiento, la comparacion de las rectas de relacion A-Ci para las cuatro
temperaturas mediante analisis de paralelismo indica que fueron diferentes tanto la
ordenada en el origen, que representa la respiracion (oscura y fotorrespiracion), como la

pendiente de la recta, indicativa de la eficiencia de la carboxilacion (Tabla 4.2.3).
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Fig 4.2.5. Respuesta de la fotosintesis a la concentracion intercelular de CO, a varias temperaturas en
plantas crecidas en CO, ambiente (A) y elevado (E) con temperatura ambiente (T) y 4 °C mas alta (T4) en
2003. EC (eficiencia de la carboxilacion) y R (respiracion) son la pendiente y la ordenada en el origen,
respectivamente, de las rectas de regresion. Cada punto es la media de cuatro repeticiones. Las barras

verticales representan el error estandar de la media.

Ambos parametros aumentaron al hacerlo la temperatura hasta 30 o 35 °C. De
igual forma, las comparaciones de los cuatro tratamientos a cada una de las
temperaturas de medida mostraron que la eficiencia de la carboxilacion fue

significativamente menor en las plantas crecidas en CO, elevado.
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Tabla 4.2.3. Razones de varianza (r.v.) y probabilidades (F) en el andlisis de varianza del paralelismo de
las rectas de respuesta de la fotosintesis al CO, intercelular en 2003 (Fig. 4.2.5). Se comparan las
respuestas de la fotosintesis a 20, 25, 30 y 35 °C dentro de las cuatro combinaciones de crecimiento en
CO, ambiente (A) y elevado (E) con temperatura ambiente (T) y 4 °C mayor (T4), asi como las respuestas

de estas cuatro combinaciones de tratamientos para cada una de las cuatro temperaturas.

Curva comun Curvas paralelas Curvas separadas
I.V. F I.V. F r.V. F
AT Temp. 4071.52  <0.001 18.11 <0.001 13.44  <0.001
AT4 Temp 12044.48 <0.001  28.18 <0.001 91.74  <0.001
ET Temp 1161.67  <0.001  20.48 <0.001  20.73  <0.001
ET4 Temp 3953.36 <0.001  54.67 <0.001 37.75  <0.001
20°C Trat 2615.03  <0.001 264.09 <0.001 3342 <0.001
25°C Trat 3513.57 <0.001 239.16 <0.001 1045 <0.001
30°C Trat 5828.74  <0.001 292.14 <0.001 20.71  <0.001
35°C Trat 4999.29  <0.001 197.46  <0.001 304 <0.001

4.2.4. Velocidad maxima de carboxilacion

Para confirmar las diferencias observadas mediante los analisis de intercambio
gaseoso, la respuesta de la actividad maxima (Vimax) del enzima Rubisco al aumento
instantaneo de temperatura se analizo in vitro en 2002 y a partir de las relaciones A-C;
en 2003. Como se detalla en Material y Métodos apartado 3.3.2.3, V max se determind en
2003 a través de la relacion entre la fotosintesis con un término, que denominamos f,
que incluye el CO, intercelular, el punto de compensacion de CO, en ausencia de
respiracion, y las constantes cinéticas de la Rubisco (Ec. 3.2), teniendo en cuenta la

dependencia respecto a la temperatura de estos pardmetros.
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Fig 4.2.6. Relaciones de la fotosintesis con f - (Ci-I'*)/(Ci+Kc(1+0O/Ko) - a varias temperaturas en
plantas crecidas en CO, ambiente (A) y elevado (E) con temperatura ambiente (T) y 4 °C mayor (T4) en
2003. Las pendientes de estas rectas (Vemax) se incluyen en la Tabla 3.2.4. La expresion en el eje de
abscisas se ha computado con los parametros de respuesta a la temperatura de sus términos. Cada punto

es la media de cuatro repeticiones. Las barras verticales representan el error estandar de la media.

Las pendientes de las rectas de respuesta de la fotosintesis a f (Fig. 4.2.6), con
las concentraciones de CO, subambientales utilizadas, son los valores correspondientes
de Vimax, que aumentd al crecer las temperaturas de 20 a 35 °C (Tabla 4.2.4), con
diferencias entre las mismas de mayor magnitud que las observadas con la eficiencia de
la carboxilacion (Fig. 4.2.5). El crecimiento en CO, elevado disminuy6
significativamente V.max (Tabla 4.2.4). Las temperaturas 4 °C mayores que las
ambientales no tuvieron efecto significativo en la relacion A-f en plantas crecidas en
CO, ambiente, mientras que aumentaron la elevacion (ordenada en el origen) de las
rectas de regresion, y en algunas temperaturas de medida también la pendiente, en CO,

elevado.
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Tabla 4.2.4. Razones de varianza (r.v.) y probabilidades (F) en el andlisis de varianza del paralelismo de
las rectas de respuesta de la fotosintesis a f (Fig. 3.2.6). Se comparan las respuestas de la fotosintesis a 20,
25,30y 35 °C dentro de las cuatro combinaciones de crecimiento en CO, ambiente (A) y elevado (E) con
temperatura ambiente (T) y 4 °C mayor (T4), asi como las respuestas de estas cuatro combinaciones de
tratamientos para cada una de las cuatro temperaturas. También se compara el efecto de la temperatura de
crecimiento (T — T4) en plantas crecidas el las dos concentraciones de CO,. Las respuestas se midieron

con concentraciones de 60, 135, 225 y 330 pmol mol” de CO, en el aire.

Curva comuan Curvas paralelas Curvas separadas
r.v. F I.V. F I.v. F

AT Temp. 2131.12 <0.001 413.55 <0.001 224.01 <0.001
AT4 Temp 7056.1 <0.001 848.89 <0.001 646.7 <0.001
ET Temp 194.05 <0.001 223.67 <0.001 108.62 <0.001

ET4 Temp 908.1 <0.001 459.99 <0.001 212.68 <0.001
20°C Trat 155091 <0.001 195.16 <0.001 21.97 <0.001
25°C Trat 3677.79 <0.001 261.77 <0.001 12.06 <0.001
30°C Trat 5481.17 <0.001 292.79 <0.001 21.92 <0.001
35°C Trat 4991.6 <0.001 19547 <0.001 25.57 <0.001
A T-T4 894.89 <0.001 0 0.94 0.4 0.53

E T-T4 205.96 <0.001 27.18 <0.001 12.02 <0.001

Vemax (Tabla 4.2.5) aumentd con la temperatura de medida en los dos afios
experimentales, con respuestas menores en el ensayo in vitro que en la medida in vivo,
quiza debido a una disminucidon con el aumento de la temperatura en la solubilidad del
CO; en la fase liquida en el ensayo in vitro. El analisis conjunto de los dos afios
experimentales incluy6 las medidas entre 20 y 35 °C, dejando fuera las realizadas a 15
°C solo el primer afo. El crecimiento en CO; elevado disminuyd V max, de acuerdo con
las medidas de asimilacion de CO,. El analisis de la varianza para los dos afios (Tabla

4.2.1) indica que temperatura y CO, de crecimiento interactuaron sobre Vgmay, de forma
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que las temperaturas mas calidas no tuvieron efecto significativo sobre V¢max en CO;
ambiente, mientras que aumentaron Vgmax €n CO; elevado. La temperatura de medida
tuvo un efecto muy significativo en Vimax, que respondidé curvilinealmente a su
aumento. El crecimiento en CO, elevado modificé la respuesta de Vemax a la
temperatura, como muestra el componente lineal significativo de la interaccion CO,-

temperatura de medida.

Tabla 4.2.5. V.« de la Rubisco (xerror estandar de la media, N=4, pmol m? s') en hojas ultimas de
trigo crecido en CO, ambiente (A) y elevado (E) con temperatura ambiente (T) y 4 °C mayor (T4), en dos
afios sucesivos. Viuex se midié in vitro el primer afio de experimento y a partir de la respuesta A-Ci

(intercambio gaseoso) el segundo afio.

Ano CO, Temp. Temperatura de medida, °C
20 25 30 35
2002 A T 110.3 (2.0) 148 (2.1) 2222 (5.5) 2714 (6.0)
T4 103.3  (3.5) 137.1 (5.9) 199.1 (11.8) 267.6 (2.7
E T 779 (1.8) 107.6 (3.2) 157.8 (2.1) 201.2 (4.0)
T4 81.2 (2.3) 1146 (4.5 1673 (8.2) 214.6 (6.5
2003 A T 929 (7.9) 1304 (13.1) 215.7 (19.5) 316 (23.1)
T4 869 (1.4) 1263 (5.2) 2034 (5.4) 280.6 (38.4)
E T 534 (18.4) 89.6 (19.9) 177.7 (16.8) 2534 (27.4)
T4 65.3 (129) 117 (15.7) 179.5 (15.4) 266.6 (9.4)

Las funciones de Arrhenius ajustadas a los datos de V¢max (Fig. 4.2.7) mostraron
mayor interceptacion — actividad Rubisco a 25 °C (V3s) — en plantas crecidas en CO,
ambiente que elevado (modelo con curvas paralelas, P<0.001, Tabla 4.2.6), en
conformidad con las medidas de asimilacion de CO,. En contraste, la pendiente de
estas funciones (energia de activacion), indicativa de la respuesta a la temperatura, fue
significativamente mayor en CO, elevado (modelo con curvas separadas significativo,

P=0.079, Tabla 4.2.6).
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Fig 4.2.7. Funciones de Arrhenius para la respuesta a la temperatura de la velocidad maxima de
carboxilacion de la Rubisco, medida en dos afios sucesivos, en plantas crecidas en CO, ambiente y
temperatura ambiente (circulos abiertos), CO, ambiente y temperatura 4 °C mayor (cuadrados abiertos),
CO; elevado y temperatura ambiente (circulos rellenos) y CO, elevado y temperatura + 4 °C (cuadrados
rellenos). La significacion de las diferencias entre las funciones de Arrhenius esta dada por el analisis de
paralelismo (véase la Tabla 4.2.6). El eje de las x normalizado a 25 °C es (Tk-298)/R-298-Tk, donde R es
la constante molar de los gases y Tk la temperatura absoluta de la hoja. Las intercaptaciones de las lineas
de regresion son los logaritmos de V . a 25 °C, y las pendientes de estas lineas son las energias de

activacion.

Asi, la linea de mejor ajuste para estas plantas crecidas en CO, elevado fue mas
creciente que la de las plantas de CO, ambiente. Las temperaturas mas calidas durante
el crecimiento tuvieron un ligero, pero significativo, efecto negativo en la actividad
Rubisco a 25 °C en CO, ambiente. El pequenio efecto positivo de la temperatura mas
calida en las funciones de Arrhenius para las plantas en CO, elevado no fue

significativo, en contraste con los resultados del anélisis de varianza.
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Tabla 4.2.6.- Razones de varianza (v. r.) y probabilidades (F) del analisis acumulativo de la varianza en
el analisis de modelos paralelos para las respuestas a la temperatura de la velocidad maxima de
carboxilacion del enzima Rubisco (V.u.x).- Medidas en ultimas hojas de trigo crecido en 370 pmol mol™?!
CO, 0 700 umol mol”! CO, combinados con temperatura ambiente o ambiente+4 °C. (n.s.) significa no
significativo estadisticamente. Analisis comparativos de todos los tratamientos (Trat), de las dos
concentraciones de CO, (CO,), de las dos temperaturas (Temp), y de las dos temperaturas en CO, de

crecimiento ambiente (AmbTemp) y elevado (ElevTemp).

Curva comin Curvas paralelas Curvas separadas
I.v. F r.v. F I.v. F
Vemax Trat 351.43 (<.001) 14.12 (.001) 1.73 (ns)
CO, 340.94 (<.001) 35.54 (<.001) 3.13 (0.079)
Temp 261.23 (<.001) 0.58 (ns) 0.99 (ns)
AmbTemp 682.31 (<.001) 4.37 (0.041) 0.0.2 (ns)
ElevTemp 125.57 (<.001) 2.76 (ns) 1.08 (ns)
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Respuesta de los pardmetros de la Fotosintesis a la Temperatura

4.3.1. Punto de compensacion para el CO; y respiracion

La Figura 4.3.1 muestra las medidas de respuesta A/C, para determinar I'* y Rq4
a las dos temperaturas extremas de medida en una hoja dada. La figura apunta a un

aumento de ambos parametros con la temperatura, como se muestra en la Tabla 4.3.1.

35°C
\Tw |
(\"E Rd= -1.90
e | T*= 42.3
5 - g
<
100_0 20 4 80 100
d
)
-4
Cc, umol mol” Cc, ymol mol’’

Fig 4.3.1. Relacion entre la fotosintesis (A) y la concentracion de CO, en el cloroplasto (C.) en el margen
de concentraciones bajas de CO,, con intensidades de luz de 1500 (®) y 200 (o) pmol m? s™'. IT'* y Ry
son las coordenadas del punto de interseccion de las dos rectas y representan el punto de compensacion de

CO, y la respiracion mitocondrial en la luz, respectivamente.

El CO; elevado aument6 la respiracion en la luz (Tabla 4.3.1). Sin embargo, la
magnitud de las fugas de difusién del CO; en la camara foliar afect6 fuertemente a la
precision de las estimaciones de Ry. El punto de compensacion de CO, (Tabla 4.3.1) fue
ligera, pero significativamente menor (3.8 % como promedio) en CO, elevado. El
aumento de la temperatura de medida aumentd I'* similarmente en plantas crecidas en

CO; ambiente y elevado.
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Tabla 4.3.1. Efectos del CO, de crecimiento y la temperatura de medida en los parametros de la fotosintesis (+ error estandar de la media) en hojas ultimas de trigo. Los

pardmetros se obtuvieron a partir de las respuestas de la fotosintesis a la concentracién intercelular de CO,. Las unidades son pmol mol” (I'*) o pmol m? s (otros

parametros).
CO, de Temperatura de medida, °C Probabilidad
crecimiento
15 20 25 30 35 CO, Temp. CO;yx
Temp.
R4 Ambiente 0.25 (0.03) 0.45 (0.21) 0.00 (0.34) 0.75 (0.28) 1.56 (0.12) <.001 <.001 0.08
Elevado 0.25 (0.13) 0.77 (0.14) 0.31 (0.15) 1.82  (0.11) 2.07 (0.13)
r* Ambiente 23.69 (0.96) 26.83 (0.81) 32.00 (0.59) 37.17 (0.46) 42.34 (0.64) 0.05 <.001 0.84
Elevado 2230 (1.56) 26.78 (1.25) 31.10 (0.97) 3534 (0.95) 40.26 (0.93)
V emax Ambiente 4477 (1.61) 53.78 (2.41) 93.16 (5.33) 12548 (5.08) 183.04 (7.72) <.001 <.001 0.002
Elevado 3996 (2.97) 6832 (1.91) 108.70 (12.14) 159.22 (6.34) 240.82 (15.13)
Jimax Ambiente 158.83 (2.87) 204.20 (7.03) 25845 (6.07) 290.63 (7.61) 312.49 (10.97) 0.08 <.001 <.001
Elevado 151.57 (5.05) 199.81 (6.89) 235.04 (11.53) 326.18 (11.05) 368.16 (19.73)
Jmax/Vemax ~ Ambiente 3.57 (0.13) 3.83 (0.21) 2.82 (0.15) 2.35 (0.15) 1.71 (0.05) 0.004 <.001 0.01
Elevado 3.87 (0.23) 2.93 (0.10) 2.31 (0.29) 2.06 (0.07) 1.54 (0.08)
Amax Ambiente 33.87 (0.63) 4323 (1.62) 5345 (1.13) 59.89 (1.39) 64.02 (2.12) 0.05 <.001 <.001
Elevado 3240 (1.10) 42.64 (1.49) 4899 (242) 68.06 (2.23) 74.69 (3.40)
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Respuesta de los pardmetros de la Fotosintesis a la Temperatura

4.3.2. Velocidades méaximas de carboxilacion, transporte de electrones y

fotosintesis

El céalculo de la velocidad maxima de carboxilacion de la Rubisco, Vimax, para
una misma hoja a dos temperaturas distintas se muestra en la Figura 4.3.2, que permite
observar el aumento de este pardmetro a temperatura alta. Vim.x aumentd con las
temperaturas mas calidas y con el CO; elevado (23 %), aunque el ultimo efecto se
invirtio a 15 °C (Tabla 4.3.1). La interaccion CO, x temperatura indico6 que el

crecimiento en CO, elevado estimuld la respuesta de Vemax @ la temperatura.

8 r e 35°%C y = 177.96x
7k 0 15°C y =44.642x

‘TUJ 6 L o)

.E 5 L

g 1

=3 3 r

g 2] A

+

< 15

-0.05 “41 0.05 0.1 0.15

(Ce-T™)(Ce +Ke (1+0/Ko))

Fig 4.3.2 Ajuste para dos temperaturas de la funcion de la velocidad de carboxilacion limitada por la
actividad Rubisco: A+Rs= V max(Ci-G*)/(Ci +Kc (1+0/Ko)). La actividad Rubisco maxima (V nay) €s la

pendiente de la recta de regresion.

Las estimaciones de la velocidad maxima de transporte de electrones (Jmax, Fig.
4.3.3), a partir de la relacion A/C., muestran que ésta aumenté también con la
temperatura (Tabla 4.3.1). Comparado con el CO, ambiente, el CO, elevado tendid a
disminuir este parametro en el rango de temperaturas de 15 a 25 °C y lo aumento
significativamente a 30 y 35 °C; el aumento de Jma.x con la temperatura fue, por tanto,
mayor en CO, elevado que ambiente. La razon Jax/Vemax disminuy6 con la temperatura
(Tabla 4.3.1). EI CO; elevado aumento esta razon a 15 °C y la disminuy6 a temperaturas
mas altas; por consiguiente, el CO, elevado estimuld la disminuciéon de Jimax/Vemax con la

temperatura.
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Fig 4.3.3. Respuestas de la fotosintesis a concentraciones altas de CO, intercelular a dos temperaturas.

Los valores de J,,.x Y Amax S€ estimaron a partir de estas curvas de respuesta.

La relacion A/C. permite también determinar la velocidad de fotosintesis
saturada por la luz y el CO; (Amax) como el valor asintético de una hipérbola
rectangular. Como Jimax, Amax aumento con la temperatura (Tabla 4.3.1) y tendid a ser
menor con CO; elevado que ambiente con temperaturas entre 15 y 25 °C, pero la
diferencia se invirti6 a temperaturas mas altas, siendo muy significativa esta interaccion
del CO; con la temperatura.

Las curvas de respuesta de la fotosintesis a la intensidad luminosa se utilizaron
como procedimiento alternativo para calcular Apax ¥ Jmax (Fig. 4.3.4). Las respuestas al
CO; de crecimiento y la temperatura de medida fueron similares a las encontradas con
el céalculo a partir de las relaciones A/C.. Al no alcanzarse una meseta en el valor de
fotosintesis con irradiancias altas, los valores obtenidos fueron mayores que los
calculados a partir de las curvas A/C.. Esto sugiere que la curva de respuesta a la luz
puede sobreestimar estos parametros, prefiriéndose, por tanto, los obtenidos a partir de

las curvas A/C..
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Fig 4.3.4. Respuestas de la fotosintesis a la irradiancia a dos temperaturas. Los valores de Aj.x ¥ Jmax S€

estimaron alternativamente a partir de estas curvas de respuesta.

4.3.3. Respuestas de los parametros de la fotosintesis a la temperatura

La respuesta a la temperatura de los parametros de la fotosintesis en plantas que
crecieron en CO, ambiente y elevado se examind con funciones de Arrhenius (Fig.
4.3.5), que permiten comparar los parametros a una temperatura de referencia de 25 °C
y estimar las energias de activacion de los mismos. Los valores ajustados a 25 °C de la
respiracion en la oscuridad fueron mayores, y los del punto de compensacién de CO,
fueron similares, en CO; elevado que ambiente (Tabla 4.3.2). Vomax @ 25 °C fue mayor
en CO, elevado que ambiente, mientras que Jmax ¥ Amax @ 25 °C  no fueron
significativamente diferentes entre concentraciones de CO, Las pendientes de las
funciones de Arrhenius (energias de activacion, H) para R4 y I'* no mostraron
diferencias significativas debidas al CO, (Tabla 4.3.2). En cambio, las energias de
activacion correspondientres a Vemax, Jmax ¥ Amax fueron mas altas en CO, elevado que
ambiente, lo que indica que el enriquecimiento en CO, aument6 la respuesta a la

temperatura de estos parametros.
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Fig 4.3.5. Funciones de Arrhenius para
los parametros de la fotosintesis en
plantas crecidas en CO, ambiente (370
pmol mol™, simbolos abiertos y lineas
punteadas) y elevado (700 pmol mol™,
simbolos cerrados, lineas sélidas). Los
parametros son: (A) respiracion
mitocondrial en la luz (Rd); (B) punto
de compensacion para el CO, (I'*); (C)
velocidad maxima de carboxilacion de
la Rubisco (Vima); (D) velocidad
maxima de transporte de electrones
(Jmax); ¥ (E) velocidad de fotosintesis
saturada por el CO, y la luz (A.x). Las
funciones de Arrhenius son de la forma
Parametro=Parametro,s exp(H-(Tk-
298)/R-298-Tk), donde Parametro,s es
el valor del parametro a 25 °C, y H es
la energia de activacion (kJ mol™).
Cada punto es la media de seis plantas

repetidas.



Respuesta de los pardmetros de la Fotosintesis a la Temperatura

Tabla 4.3.2. Estimaciones (+ error estandar de la media) del modelo de Arrhenius para la respuesta a la
temperatura de los parametros de intercambio gaseoso en plantas de trigo crecidas en 370 pmol mol
(CO, ambiente) y 700 pmol mol (CO, elevado) en una camara de crecimiento. P es la probabilidad en el

analisis de la varianza para los efectos de la concentracion de CO,.

CO, de Valor a 25 °C H (kJ mol™)
crecimiento

Ry Ambiente 0.40 (0.11) 108 (23.0)

(umol m?s™)  Elevado 0.86 (0.13) 76 (11.6)
P 0.02 0.25

r* Ambiente 31.8 (0.54) 22.1 (1.67)

(umol mol™)  Elevado 30.7 (1.08) 21.4 (2.06)
P 0.35 0.80

V emax Ambiente 88.3 (1.08) 55.3 (2.52)

(umol m™s™) Elevado 105.1 (5.30) 63.2 (2.78)
P 0.01 0.06

Jmax Ambiente 240.4 (5.00) 23.1 (9.02)

(umol m?s™)  Elevado 246.0 (1.38) 32.6 (1.18)
P 0.60 >0.001

Anmax Ambiente 50.1 (0.96) 21.7 (1.31)

(umol m™?s™)  Elevado 51.5 (1.83) 30.6 (0.87)
P 0.5 >0.001
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4.3.4. Curvas de respuesta A/C,

Los pardmeteros de la fotosintesis que se han calculado, se utilizaron en el
modelo de la fotosintesis de Farquhar et al. (1980) para examinar el efecto de la
concentracion de CO, de crecimiento en la respuesta de la fotosintesis a la
concentracion cloroplastica de CO, y la temperatura (Fig. 4.3.6). Los datos modelizados
se ajustaron estrechamente a los determinados experimentalmente, excepto, a ciertas
temperaturas, en la medida con 370 pmol mol” de CO,. En el protocolo de medida, la
concentracién de CO, bajé desde 115 hasta 12 pmol mol™ antes de aumentar hasta 370
y mas. Un cambio en la activacion de la Rubisco con el aumento brusco del CO, podria
explicar el distanciamiento entre el valor medido y la curva de respuesta. Para todas las
temperaturas de medida, hubo un aumento de la fotosintesis al aumentar la
concentracion intercelular de CO,, pero este aumento fue mayor con temperaturas de
medida mas altas. La Rubisco limit6 la fotosintesis en el margen de concentraciones
bajas de CO,, y el transporte de electrones lo hizo con concentraciones mas altas. La
transicion entre fotosintesis limitada por la Rubisco y por la regeneracion de RuBP
(transporte de electrones) ocurrié con mayores valores de CO; en el cloroplasto para
plantas crecidas en CO, ambiente (275-375 pmol mol™ de CO,) que elevado (200-320
umol mol™ de CO,) y aumentd con la temperatura de medida. El crecimiento en CO,
elevado s6lo cambio ligeramente la respuesta al CO, de la fotosintesis limitada por la
Rubisco a 15 °C y la aumentd a temperaturas mas calidas. Por su parte, el CO; elevado
disminuy6 la respuesta de la fotosintesis limitada por la regeneraciéon de RuBP a la
concentracion de CO; en el cloroplasto en el rango 15-25 °C, pero la aumentd a

temperaturas mas altas.
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Fig 4.3.6. Respuestas de la fotosintesis
al CO, en el cloroplasto a varias
temperaturas en plantas crecidas en
CO, ambiente (370 upmol mol”,
simbolos abiertos y lineas punteadas) y
elevado (700 pmol mol™, simbolos
cerrados, lineas solidas). Los simbolos
corresponden a los datos medidos y las
lineas a las velocidades de fotosintesis
limitada por la actividad Rubisco
(lineas delgadas) y por la regeneracion
de RuBP (lineas gruesas), calculadas
con el modelo de Farquhar et al
(1980). Las figuras insertadas muestran
los tramos iniciales de respuesta. Cada
punto es la media de seis plantas *

error estandar.
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4.3.5. Curvas de respuesta a la temperatura

La respuesta de la fotosintesis a la temperatura fue negativa con concentraciones
bajas de CO, en el aire (Fig. 4.3.7) y se hizo positiva progresivamente al aumentar el
CO,, como cabe esperar del aumento en la fotorrespiracion con la temperatura y su

inhibicién gradual con el aumento del CO, (Long 1991).
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Fig 4.3.7. Respuestas medidas (simbolos) y modelizadas (lineas) de la fotosintesis a la temperatura con
concentraciones de CO, en el aire correspondientes a la limitaciéon por Rubisco (90 pmol mol™ CO,) y
por regeneracién de RuBP (700 y 1800 pmol mol' CO,) en hojas ultimas de trigo crecido en CO,
ambiente (370 pmol mol™, simbolos abiertos y lineas punteadas) y elevado (700 umol mol”, simbolos

cerrados, lineas sélidas). Cada punto es la media de seis hojas.
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Se observd un brusco aumento en la fotosintesis de 15 a 35 °C con una
concentracién de CO, en el aire de 1800 umol mol™ (Fig. 4.3.7). El CO, de crecimiento
tuvo poco efecto en la respuesta de la fotosintesis a la temperatura en el rango de bajas
concentraciones de CO,. Con C. alto, la fotosintesis en CO, elevado fue menor a 15-25
°C, y mayor a 30-35 °C, que en CO, ambiente, lo que implica un estimulo de la
respuesta de la fotosintesis a la temperatura en plantas crecidas en CO, elevado. Mas
aun, con 1800 pumol mol! CO,, la fotosintesis alcanz6é un maximo con alrededor de 30

°C en plantas de CO, ambiente, pero a temperaturas mas altas en las de CO, elevado.
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Discusion

Como ya se indica en la Introduccion, el cambio climatico se desencadena por
aumentos de CO,, entre otros gases atmosféricos y una consecuencia de este aumento es
la subida de la temperatura global del planeta. Por ello es importante estudiar como
responden las plantas al aumento de estos dos factores (CO, y temperatura). En
particular, la investigacion de la respuesta de la fotosintesis a estos cambios
atmosféricos se justifica por ser el CO, substrato de la misma y jugar la temperatura un
papel regulador en la velocidad de las reacciones que la integran.

Parte de este trabajo se ha realizado con plantas que han crecido como un cultivo
normal en el campo. Y con ayuda de camaras de gradiente de temperatura (CGT),
hemos creado una atmoésfera simulada con una concentracion de CO; el doble de la
actual y con 4°C mas de temperatura. Estas plantas se han comparado con otras
cultivadas en idénticas condiciones, pero sin variar la temperatura y la concentracion de
CO, atmosférica que hay en el ambiente. De todos los procesos que integran la
fotosintesis, hemos intentado comprender como se comporta la fijaciéon de CO; en estas

condiciones.

5.1. Aclimatacion de los estomas y la fotosintesis al CO; y temperatura elevados.

Inicialmente se propuso estudiar como responde la conductancia de los estomas
al aumento del CO, y la temperatura y en qué medida influyen estos cambios de la
conductancia en la respuesta de la fotosintesis a dichos aumentos.

La sensibilidad de los estomas al CO,, o disminucion de su apertura al cambiar
la concentracion de este Ultimo, se analizo en base a la respuesta de la conductancia (g)
al aumento de CO, intercelular (C;). Esta respuesta fue curvilineal y en las plantas que
crecieron en CO, ambiente (excepto en un tratamiento en 2003) la pendiente fue
negativa, pero en plantas de CO, elevado fue proxima a cero o incluso positiva (Figs.
4.1.2 y 4.1.3). Esto difiere del resultado de otros estudios en los que se han encontrado
relaciones negativas entre g y C; tanto en CO, ambiente como elevado (gantrﬁéek &
Sage 1996; Lodge et al. 2001). Como Morison (1998) senala, generalmente g; responde
a los cambios de CO, con mayor lentitud que la fotosintesis (A) y, por tanto, los
tiempos de medida para las curvas gi/C; deberian ser mayores que con las curvas A/C;.
Aunque esto podria afectar a las curvas gi/C; discutidas aqui, para las que se utilizé el

mismo tiempo de medida que para las curvas A/C;, la pauta de respuesta fue claramente
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diferente en plantas de CO, ambiente y elevado, especialmente en 2003, donde gs fue
mucho menor en CO; elevado que ambiente, incluso con el C; més alto y después de 20-
30 min de medida (Fig. 4.1.3). A pesar de que en este trabajo no se ha determinado la
densidad de estomas, otros estudios indican que no varia o varia poco en respuesta a la
concentracion de CO, durante el crecimiento (Morison 1998). Por tanto, las diferencias
en g, entre los tratamientos de CO; deben atribuirse principalmente a la apertura de los
estomas. Las plantas que crecieron en CO, elevado presentaron una sensibilidad de g a
C; disminuida (Figs. 4.1.2 y 4.1.3), como se ha encontrado en Chenopodium album
(Santrtigek & Sage 1996) y Quercus myrtifolia (Lodge et al. 2001); esta disminucién de
sensibilidad se hace evidente con las pendientes de las rectas de regresion de g sobre el
In Ci, que fueron mas positivas en CO, elevado (Tabla 4.1.1). Pero ademas, en nuestro
estudio, la temperatura alta (ambiente + 4 °C) también disminuy¢ la sensibilidad de g, a
C;, lo que contrasta con resultados anteriores (Santria¢ek & Sage 1996). Sin embargo, la
temperatura no modificé el efecto del CO, de crecimiento en la sensibilidad de los
estomas a C;.

Como respuesta a corto plazo (respuesta directa) a la duplicacion de la
concentracion de CO,, la conductancia de los estomas sufri6 ninguna o poca variacion,
con valores (Tabla 4.1.4) desde 1,07, donde no hay disminucion, hasta valores de 0,87
donde si se observa esta disminucion. Esto corresponderia con una variacion de 0-13%.
En cambio, la fotosintesis aumentd entre un 65 y un 104 % (Tabla 4.1.6). Por otro lado,
la respuesta a largo plazo al CO, elevado (respuesta de aclimatacién) fue una
disminucion significativa de g; y A (medidas con 700 pmol mol™), que muestra que de
hecho hay una aclimatacion. Una revision bibliografica que abarcaba 28 especies
vegetales revelod que la razéon gy(e,E)/gs(a,A), es decir, el efecto neto, fue de 0.80 como
promedio (Drake et al. 1997). Excepto con N alto en 2002 (1.08), el efecto neto del CO,
elevado en g en el presente estudio fue mayor (0.71 en nitrogeno bajo en 2002, y 0.36 y
0.46 con nitrogeno bajo y alto, respectivamente, en 2003). La aclimatacion de g parece
ser, por tanto, de mayor magnitud en ambientes mediterraneos; por ejemplo, Bunce
(2001) encontrd, en el trigo y la cebada cultivados en condiciones de campo en
Maryland (Estados Unidos), valores de 0.66 y 0.89, respectivamente.

La mayor disminucién de gs encontrada en 2003 que en 2002 puede atribuirse a
la menor fertilizacion con N en 2003, que provocod sintomas de deficiencia en este
nutriente con el tratamiento de N bajo. Asi, la respuesta de aclimatacion al CO; elevado

de gs y A fue claramente mas pronunciada en plantas deficientes en nitrégeno (Tablas
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4.1.4 y 4.1.6). Se ha visto que la carencia de nitrogeno provoca el cierre de los estomas
mediado por aumentos del pH y de concentracion de acido abscisico en la savia del
xilema en los primeros estadios de la deficiencia, y por factores que aiin se desconocen,
que operan en la misma hoja, después de una deficiencia de N prolongada (Dodd et al.
2003). Estos factores pueden intervenir en la modificacion de los efectos del CO; en g
causada por el nitrogeno. En otras especies la aclimatacion de la fotosintesis aumento
también con un suministro reducido de N (Nakano et al. 1997; Rogers et al. 1998;
Harmens et al. 2000), pero este nutriente no tuvo, en cambio, efecto en la aclimatacion
fotosintética de 13 especies pratenses (Lee et al. 2001), y afiadiendo N en proporcion
directa a la velocidad de crecimiento de la planta, no se encontré aclimatacion al CO,
elevado en plantas con suministro bajo de nitrogeno (Farage et al. 1998). Pudiera ser
que la aclimatacion relativa de g y A al CO, elevado depende de la concentracion foliar
de N. Hasta ahora, no esta claro si la relacion A-nitrogeno foliar resulta afectada por el
CO; de crecimiento (Peterson et al. 1999), ya que no hay comparaciones directas con un
margen amplio de aplicaciones de N. Pero nuestros datos sobre las relaciones de A y g
con la concentracion de clorofila en 2003 (Fig. 4.1.7) sugieren que hay una relacién
unica para las plantas que crecieron en CO, ambiente y elevado. De modo que seglin
nuestros datos, la concentracion de CO, de crecimiento no afectaria a las relaciones de
A'y g con la concentracion de nitrogeno foliar.

En el trigo y la cebada, la respuesta directa de A al CO, (Bunce 1998), y el
efecto neto de éste sobre g (Bunce 2000b) aumentaron con la temperatura, pero se
necesita mas informacion sobre como afecta la temperatura a la respuesta a largo plazo,
o de aclimatacion, de A al CO, elevado. En nuestros experimentos, las temperaturas
mas calidas no afectaron a la respuesta de aclimatacion de g5 al CO; elevado, mientras
que la respuesta de A s6lo aument6 con la temperatura con N bajo en 2003, pero
disminuy6 con N alto en los dos afios. Esta respuesta diferencial de g; y A sugiere que la
alteracion de la aclimatacion de A al CO, elevado a temperatura ambiente + 4 °C no
estuvo mediada por cambios en la apertura de los estomas, sino mas bien por las
reacciones en el mesofilo.

El estudio de la razén Ci/Ca puede proporcionar informacion sobre la respuesta
de los estomas a los cambios en la concentracion de CO, del aire y sobre la difusion de
los gases hacia el interior de la hoja. Medida con 700 pmol mol™ de CO,, la razén Cy/C,
fue similar en plantas crecidas con las dos concentraciones de CO, en 2002 (0.48 de

media), pero fue menor en CO; elevado (0.58) que ambiente (0.68) en 2003. Otros
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estudios han mostrado razones similares, proximas a 0.7, en CO, ambiente y elevado
(Tuba et al. 1994; Drake et al. 1997; Lodge et al. 2001; Ainsworth et al. 2003), lo que es
indicativo de un acoplamiento entre los estomas y el meséfilo (Morison 1998). La razén
Ci/C, parece depender fuertemente de gs, como muestra la relacion estrecha entre estos
dos parametros (Fig. 4.1.5); por tanto, los menores valores de Ci/C, observados en 2002
y en CO, elevado en 2003 pueden explicarse por los valores mas bajos de g, que
disminuyeron la difusion del CO; al interior de la hoja. Por otra parte, la disminucion de
Ci/C, en CO; elevado en 2003 seria un argumento en contra de la aclimatacion paralela
de los estomas y el mesofilo.

La medida en que la fotosintesis estd regulada por la difusion del CO, hasta el
cloroplasto se valord estudiando la limitacion de la fotosintesis por parte de los estomas
(Fig. 4.1.4). Esta limitacion fue similar en CO, ambiente y elevado en 2002 (media de
32 % estimada con 700 pmol mol” en la emergencia de la espiga), pero fue mayor en
CO; elevado (26.7 % de media) que ambiente (8.3 %) en 2003. Estas diferencias en
2003 reflejaron las diferencias en la razon Ci/C, y en gs encontradas en ese mismo afio.
Debe mencionarse que en 2003 las plantas que crecieron a temperatura mas alta y con
mas N tuvieron la g (Tabla 4.1.2) y la razéon Ci/C, (0.74) mas altas entre las plantas en
CO; elevado, y presentaron una limitacion estomadtica baja (14.7 %).

La respuesta de aclimatacion de A (Tabla 4.1.6) tuvo una correlacion alta con la
respuesta de aclimatacion de gg (r =0.88, N=8). Ademas se encontré una misma relacion
entre A y g (modelo de Ball et al. 1987) — para los dos afios y las dos fases de
desarrollo — para las plantas de CO, ambiente y elevado con temperatura ambiente (Fig.
4.1.6), lo que indica que los estomas y la fotosintesis del trigo responden en paralelo al
CO; elevado. Se han encontrado respuestas similares en varias especies de arboles
(Medlyn et al. 2001; Lodge et al. 2001). En cambio, la separacion significativa de las
regresiones para los dos niveles de CO; en temperatura ambiente + 4 °C, en el modelo
de Ball et al. (1987), indica que con temperaturas mas calidas tiene lugar un
desacoplamiento de las aclimataciones de los estomas y el mesofilo. Es decir, las
diferencias en este modelo entre las temperaturas de crecimiento muestran que este
factor ambiental provoca una aclimatacion diferencial de la conductancia de los estomas
y la asimilacion de carbono.

Por tanto, en nuestro experimento, las plantas de trigo crecidas en CO; elevado
tuvieron valores de g y A medidos a 700 pmol mol” de CO, significativamente

reducidos, lo que indica que hay respuestas de aclimatacion, tanto de gs como de A. La
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sensibilidad de los estomas a los cambios en C; disminuy6 también en CO, elevado.
Pero el suministro de nitrogeno y las temperaturas mas calidas con un suministro alto de
N redujeron la respuesta de aclimatacion de gs y A al enriquecimiento en CO, del aire.
La relacion gs-A y la alta correlacion entre las respuestas de aclimatacion de ambos
parametros indican que estan probablemente ligados y responden en paralelo al CO,
elevado, en temperatura ambiente. Sin embargo, se observaron respuestas no paralelas
en temperaturas superiores a la ambiente, de modo que las temperaturas mas calidas

modificaron el acoplamiento del meséfilo con los estomas.

5.2. Efectos del CO; y la temperatura elevados en la respuesta de la fotosintesis a la

temperatura

Una vez examinadas las respuestas de aclimatacion de gs y A al CO, alto y
habiendo encontrado que esta respuesta parece darse en paralelo, excepto cuando las
plantas crecen en temperatura elevada, se discutira ahora la respuesta de la fotosintesis
(A) a la temperatura cuando las plantas han crecido en CO; elevado y alta temperatura.
En particular, se pretendid conocer si la respuesta de la fotosintesis a la temperatura
imperante en un momento dado depende del CO, y la temperatura a los que han crecido
las plantas.

En contraste con resultados publicados previamente (Berry & Bjorkman 1980,
Yamasaki et al. 2002, Yamori et al. 2005), en los experimentos de campo aqui
discutidos la respuesta de la fotosintesis a la temperatura no se vio alterada por la
temperatura a la que crecieron las plantas (modelo de regresion con curvas separadas
para las dos temperaturas de crecimiento no significativo, Tabla 4.2.2). Claro que, a
diferencia con los estudios citados, en nuestros experimentos la temperatura fluctud
diaria y estacionalmente, por lo que las plantas estuvieron adaptadas a un amplio rango
de temperaturas. No obstante, la observacion de las curvas de respuesta de la
fotosintesis a la temperatura (Figs. 4.2.1 y 4.2.2), muestra mayor elevacion de la curva
correspondiente a temperatura de crecimiento alta que baja en plantas crecidas en CO,
elevado. Esto indica que, aunque no en la respuesta a la temperatura, si hubo un efecto
de la temperatura de crecimiento en la cuantia de la fotosintesis en las plantas que
crecieron en CO; elevado, y no en las que lo hicieron en CO, ambiente. Esto, concuerda

con observaciones anteriores (Martinez-Carrasco et al. 2005), confirmadas en el
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apartado anterior de esta Discusion, de que el crecimiento en CO, elevado disminuye
menos la capacidad fotosintética a temperaturas mas altas.

Con un CO, de medida de 200 pmol mol™ la elevacion de la curva fotosintesis-
temperatura fue menor para plantas que crecieron en CO; elevado que para las plantas
de CO, ambiente (Fig. 4.2.1). Por lo tanto, el crecimiento en CO; elevado disminuyo la
capacidad fotosintética, lo que sugiere que la actividad Rubisco se reguld negativamente
en lo que es una tipica respuesta de aclimatacion (Long et al. 2004). Ademas, en las
plantas crecidas en CO; elevado el incremento en la fotosintesis con la temperatura es
mayor que en las que han crecido en CO, ambiente y el 6ptimo de temperatura para la
fotosintesis se desplaza a valores mayores (Fig.4.2.1). Esta modificacion se ha
encontrado cambiando a corto plazo la temperatura y manteniendo una misma
concentracion de CO, durante las medidas, por lo que se trata de una respuesta de
aclimataciéon al CO, de crecimiento, diferente de las respuestas directas descritas
anteriormente (Long 1991). Esta modificacion, inducida por el crecimiento en CO,
elevado, de la respuesta de la fotosintesis a la temperatura, es uno de los principales
hallazgos de nuestro estudio. Estos resultados se pueden deber tanto a cambios en la
conductancia estomatica como a reacciones producidas en el mesofilo, pero las
respuestas de Vemax @ la temperatura de medida y al CO; de crecimiento (Tabla 4.2.5;
Fig. 4.2.7) sugieren que estos cambios en la fotosintesis pueden ser explicados por
factores no estomaticos.

Las diferencias en la respuesta de la fotosintesis a la temperatura entre las
concentraciones de CO, de crecimiento fueron mas evidentes a una concentracion de
CO, de medida de 200 pmol mol™ que a 1000 pmol mol™ el primer afio de experimento
y de igual modo, fueron evidentes a una concentracion de CO, de medida cercana a la
del ambiente actual en el segundo afio (Fig. 4.2.3 C). Con estas concentraciones mas
bajas de CO; es la actividad Rubisco la que limita la fotosintesis, lo que sugiere que el
crecimiento en CO; elevado modificd la respuesta de la actividad Rubisco a la
temperatura. Esto se confirmd con los resultados obtenidos en las medidas de la
respuesta de Vemax a la temperatura, tanto in vitro como in vivo (Tablas 4.2.1 y 4.2.5).
Aunque, generalmente, con el método in vitro se obtienen actividades Rubisco menores
que las obtenidas in vivo, y podria parecer que los resultados obtenidos con ambos
métodos no son comparables, se sabe que la tendencia de la respuesta a tratamientos
como la concentracion de CO, del aire en las medidas in vitro es comparable con la

observada en medidas in vivo (Rogers et al. 2001). Por otro lado, se puede descartar que
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la conductancia del mesofilo juegue un papel en esta modificacion de la respuesta de la
Rubisco a la temperatura (Yamori et al. 2006), ya que ambos métodos de medida de la
actividad Rubisco produjeron resultados similares, y s6lo en medidas in vivo podria
haber una influencia de dicha conductancia.

El estado de activacion de la Rubisco disminuye con la temperatura alta, a la que
la Rubisco activasa también se desactiva y podria jugar un papel importante en este
descenso (Crafts-Brandner & Salvucci 2000), pero no parece ser algo que influya
decisivamente en este estudio, ya que ocurre a temperaturas mas altas que las empleadas
en el mismo. Nuestras medidas muestran que la energia de activacion de Vmax (Fig.
4.2.7) aument6 en las plantas crecidas en CO; elevado. Mientras que otros autores
encontraron que la aclimatacion a la temperatura modifico la estimulacion relativa de la
fotosintesis como respuesta a incrementos a corto plazo de la concentracion de CO,
(Bunce 2000b, Ziska 2001), en nuestro estudio la aclimatacion al CO; elevado modificd
la respuesta de la catalisis de la Rubisco a la temperatura. Estos incrementos en Vemax
con la temperatura han sido explicados por la gran dependencia respecto a la
temperatura que tienen la formacién y rotura de enlaces entre el extremo carboxi-
terminal de la subunidad larga de la Rubisco y la superficie de la proteina (Zhu et al.
1998) durante la apertura y cierre cataliticos del sitio activo del enzima (Newman &
Gutteridge 1993, Schlitter & Wildner 2000). Otra posible explicacion proviene de que a
temperaturas altas la produccion de inhibidores por parte de la Rubisco es mayor, pero
el declive en la actividad Rubisco con el tiempo es mas lento, todo lo cual sugiere un
cierre mas débil del sitio catalitico y una estimulacion de la liberacion de inhibidores de
dicho sitio (Schrader et al. 2006). Lo expuesto, suscita la necesidad de nuevas
investigaciones para conocer si este incremento de la respuesta a la temperatura de
Vemax con el crecimiento en CO; elevado se debe a alteraciones en la flexibilidad de las
partes externas de los sitios activos de la Rubisco o esta facilitado por un aumento de la
separacion de inhibidores de los mismos.

Asociado al aumento en la catdlisis se ha observado un descenso en la afinidad
de la Rubisco (incremento de K;) por el CO, (Sage 2002). De hecho, parece haber una
relacion negativa entre la velocidad de catalisis y la especificidad por el CO; frente al
O, (Zhu et al. 2004, Mitchell et al. 2005, Spreitzer et al. 2005). Si esta relacion fuese
estrictamente negativa, el incremento de la respuesta a la temperatura de V¢max en CO;
elevado deberia conducir a un descenso en la afinidad y especificidad de la Rubisco por

el CO,. Asi, la disminucién en la especificidad que se produce con el aumento de
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temperatura (Long 1991) seria mayor. No obstante, en un ambiente con CO, alto esto
podria ser mas que compensado por una Vmax mayor. Mas adelante, al discutir la
respuesta a la temperatura de los parametros de la fotosintesis (Apartado 5.3. de la
Discusion) se tratara sobre una relacion no negativa entre Vemax v la especificidad. De
forma que, el aumento de la respuesta a la temperatura de Vm.x podria llevar asociado
no un descenso, sino un aumento de la especificidad.

Los cambios observados en la dependencia con respecto a la temperatura de la
actividad Rubisco causaron modificaciones detectables en la respuesta de la fotosintesis
a la temperatura a concentraciones de CO, ambientales y sub-ambientales. Si esta
modificaciéon de las propiedades de la Rubisco puede tener consecuencias con los
futuros aumentos de CO; y temperatura dependera de si en CO, de crecimiento elevado
la fotosintesis se encuentra limitada por la actividad Rubisco o por el trasporte de
electrones. Debido a los descensos en la cantidad de proteina Rubisco con el
crecimiento a largo plazo bajo CO; elevado, nosotros hemos encontrado que, incluso
aumentando el doble la concentracion atmosférica de CO,, la fotosintesis saturada por
luz esta limitada por Rubisco ( Pérez et al. no publicado). Por consiguiente, los cambios
en la respuesta de la Rubisco a la temperatura pueden modificar el efecto del
crecimiento en concentraciones de CO; el doble de las actuales, compensado en parte
las perdidas de proteina Rubisco e interactuando positivamente con la temperatura.
Independientemente del efecto interactivo directo del CO, y la temperatura sobre la
asimilacion de carbono (Long 1991), estos cambios en las propiedades cinéticas de la
Rubisco pueden incrementar el 6ptimo de temperatura para la fotosintesis. Sin embargo,
solo se ha encontrado un incremento modesto en el la produccién de grano en los
cultivos de trigo en experimentos de enriquecimiento del aire con CO, en temperatura
ambiente, lo que arroja dudas sobre los prondsticos de que el aumento de CO, puede
compensar las perdidas debidas al cambio climatico (Long et al. 2006). Al realizar
predicciones sobre el efecto fertilizante del futuro aumento de la concentracion
atmosférica de CO; sobre la produccion y el crecimiento, deberd tenerse en cuenta el

estimulo de la respuesta de la Rubisco a la temperatura con CO, de crecimiento elevado.
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5.3. Respuesta de los parametros de la fotosintesis a la temperatura en plantas

crecidas en CO; elevado

Una vez establecido que el CO, de crecimiento modifica la respuesta de la
fotosintesis a la temperatura debido a un cambio en la energia de activacion de la
Rubisco, se discutird si este factor ambiental induce también cambios en la dependencia
térmica de otros mecanismos reguladores de la fotosintesis, que se analizan como
parametros de un modelo bioquimico de esta tltima.

En la parte de nuestro estudio realizada en una camara de crecimiento (Apartado
3.3), hay dos factores que no han sido analizados, pero que se sabe que afectan a la
dependencia de la fotosintesis respecto a la temperatura. El primero es la desactivacion
de la Rubisco activasa, que conduce a una disminucidn de la activacion de la Rubisco a
temperaturas altas. Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, esta desactivacion
es mas probable a temperaturas mayores que las examinadas en este estudio (Crafts-
Brandner & Salvucci 2000), por lo que tendria poca influencia en este experimento.

El segundo factor es el efecto del CO, y la temperatura en la conductancia del
mesofilo (gn), es decir, la difusion de los gases desde los espacios de aire intercelulares
hasta el estroma del cloroplasto, que puede explicar en parte la dependencia de la
fotosintesis respecto a la temperatura que se ha observado (Yamori et al. 2006). Para
Singsaas et al. (2004), al realizar una correccion de la concentraciéon de CO, en el
cloroplasto teniendo en cuenta gy, los valores de V¢max se vieron mas afectados que los
de Jmax. En estudios realizados con soja, g, no cambia con el enriquecimiento en CO; al
aire libre (Bernacchi et al. 2005), mientras que en el tabaco g, depende estrechamente
de la temperatura, con un Optimo entre 35-37 °C, limitando progresivamente la
fotosintesis a mayores temperaturas (Bernacchi et al. 2002). En cambio, el trigo tiene
una g, relativamente alta (Ethier & Livingston 2004), que ejercera una limitacion
menor sobre la fotosintesis. El andlisis de la respuesta de los pardmetros de la
fotosintesis a la temperatura en la Gltima parte de esta Tesis (Apartado 3.3) se ha basado
en la concentracion de CO; en el cloroplasto y no en los espacios intercelulares, de
forma que los cambios en la conductancia del mesofilo no afectan a los resultados
obtenidos. Mas aln, aunque dicha conductancia disminuye en CO, alto, esto se ha
demostrado que tiene un efecto despreciable en las estimaciones de Vemax ¥ Jmax (Flexas

et al. 2007a).
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Al contrario de nuestros experimentos precedentes y muchos estudios anteriores,
que mostraron una regulacion a la baja de la cantidad y actividad Rubisco en CO, alto
(Riviere-Rolland et al. 1996; Nakano et al. 1997; Drake et al. 1997; Farage et al. 1998;
Geiger et al. 1999; Moore et al. 1999; Long et al. 2004; Pérez et al. 2005), en el
experimento realizado en camara de crecimiento las medidas de fotosintesis a la misma
concentracion de CO, indican que una exposicion a largo plazo al CO, elevado
incrementa Vemax (Tabla 4.3.1). Esto se puede deber a que el crecimiento en macetas
grandes (Curtis 1996) y con abundante y frecuente aporte de nutrientes (Geiger et al.
1999) puede evitar los descensos de Rubisco en CO; elevado. En cambio, Jyax a 25 °C 0
menos tendidé a disminuir con el crecimiento en CO, elevado (Tabla 4.3.1), como en
otros casos en los que se ha observado una disminucion en la capacidad de regeneracion
de RuBP en CO; elevado en dos de cinco especies examinadas (Sage et al. 1989) y en
un meta-analisis de especies forestales, en el que Vemax ¥ 1a concentracion de nitrégeno
en la hoja disminuyeron en CO; elevado (Medlyn et al. 1999).

Los resultados de nuestro estudio muestran que el crecimiento en CO, elevado
provoco ajustes tanto en la velocidad de la fotosintesis como en su respuesta a la
temperatura. Asi, nuestras medidas con la misma concentracion de CO; en plantas que
han crecido con CO,; diferente, revelan que el crecimiento en CO; elevado estimula la
respuesta de la fotosintesis a la temperatura (Figs. 4.3.6 y 4.3.7), y que esta es una
respuesta de aclimatacion. A continuacion se analiza esta respuesta de aclimatacion en
base a los cambios observados en los parametros fotosintéticos del modelo de Farquhar
et al. (1980).

El crecimiento en CO; elevado incremento6 la respuesta de la fotosintesis a la
temperatura a pesar de que aumentd la respiracion en la luz (Ry, Tabla 4.3.2), de
acuerdo con Davey et al. (2004), y en contraste con la inhibicidon de la respiracion que
otros han encontrado (para una revision, véase Drake et al. 1999; Wang & Curtis,
2002). Esta estimulacion de la respiracion en CO, de crecimiento elevado fue notoria a
pesar de las limitaciones en la precision de su medida, impuestas por las fugas en la
camara foliar del analizador (Fig. 3.8C). Un aumento en la respiracion concuerda con el
mayor contenido de carbohidratos solubles encontrados en las hojas en CO, elevado
(Moore et al. 1999, Pérez et al. 2005), y puede contrarrestar en parte el incremento en
Vemax, reduciendo asi la estimulacion de la fotosintesis limitada por Rubisco.

Junto al cambio en Ry, el CO, elevado alter6 también la respuesta a la

temperatura de la fotosintesis limitada por RuBP aumentando la energia de activacion
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de Jmax (Tabla 4.3.2). Se ha mostrado que la temperatura a la que se desarrollan las hojas
modifica la dependencia respecto de la temperatura del transporte electronico a la altura
de las plastoquinonas y la fotdlisis del agua (Yamasaki et al. 2002). Por ello es
interesante investigar si el crecimiento en CO; elevado afecta a la dependencia respecto
de la temperatura del transporte electronico en esos mismos lugares. Niinemets et al.
(1999) han sugerido que una energia de activacion de Jmx baja se asocia con descensos
en la fluidez de la membrana debidos a una mayor grado de saturacion de los lipidos.
Sin embargo, se ha observado que el CO, elevado aumenta la saturacion de lipidos
(Huang et al. 1999), a pesar de lo cual hemos mostrado que aumenta la energia de
activacion de Jn,x. Serdn necesarias nuevas investigaciones para desentrafiar las razones
de esta alteracion en la respuesta a la temperatura de la fotosintesis limitada por RuBP.

La respuesta de la fotosintesis a la temperatura también aumentd con el CO,
elevado porque se estimula (H para V max, Tabla 4.3.2) el ya conocido aumento de Vemax
con la temperatura (von Caemmerer 2000) Esto confirma los datos antes discutidos
(véase apartado Apartado 5.2. de esta Discusion), sobre la respuesta de la actividad in
vitro e in vivo de la Rubisco a la temperatura en nuestros experimentos realizados en
camaras de gradiente de temperatura en el campo.

La especificidad de la Rubisco por el CO, respecto del O, (1) es un parametro de
la fotosintesis en el que es necesario detenerse ya que, entre otras cosas, se ha sugerido
que guarda una relacion inversa con la velocidad de catélisis de la Rubisco (Zhu et al.
2004; Mitchell et al. 2005; Spreitzer et al. 2005). Contrariamente a esto, un hallazgo
remarcable de nuestra investigacion es que el aumento de Vimax y su respuesta a la
temperatura, en plantas que han crecido con CO, elevado, estaba asociado a un
descenso en I'* (el punto de compensacion para el CO, en ausencia de respiracion en la
oscuridad; Tabla 4.3.1) y por ello a un aumento en t. La relacion entre Ty Vemax (T =
Vemax Ko/Vomax K¢, donde Vomax €s la velocidad maxima de oxigenacion) sugiere que el
incremento en T puede ser simplemente una consecuencia del aumento de Vmax con la
temperatura, pero no sabemos si el crecimiento en CO; elevado a podido variar otros
parametros cinéticos de la Rubisco que no hemos determinado directamente en este
trabajo.

Se piensa que la dependencia de la carboxilacion llevada a cabo por la Rubisco
respecto de la temperatura es estable entre plantas C; (Badger et al. 1982; Brooks &

Farquhar 1985), porque las propiedades cinéticas del enzima estdn relativamente
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conservadas (von Caemmerer 2000). Pero este trabajo muestra que, dentro de una
misma especie, Vemax presenta variaciones en la dependencia de la temperatura que son
inducidas por la concentracion de CO, de crecimiento. De igual forma, se ha
demostrado en varias especies (Yamori et al. 2005), incluido el trigo (Yamasaki et al.
2002), que hay cambios en la dependencia de la capacidad de transporte de electrones
respecto de la temperatura causados por la temperatura de crecimiento. Nuestro trabajo
demuestra que la concentracion de CO; del aire puede provocar también estos cambios.
De lo expuesto se deduce que la modificacion de la respuesta de la fotosintesis a la
temperatura, provocada por el crecimiento en CO, elevado, mas que a una alteracion en
el balance entre la regeneracion de RuBP y la carboxilaciéon de RuBP (Farquhar & von
Caemmerer 1982), se debe a cambios en la dependencia respecto de la temperatura de

Jmax y chax-

A lo largo de esta Discusion se ha mostrado que la conductancia y la fotosintesis
tienen una respuesta de aclimatacion al CO, alto que es distinta de la respuesta directa a
este factor y que ocurre en paralelo, excepto cuando las plantas crecen en temperatura
elevada. También que las modificaciones en la respuesta de la fotosintesis a la
temperatura cuando las plantas han crecido en CO, elevado se deben a que tanto la
velocidad méaxima de carboxilacion como la capacidad maxima de transporte de
electrones aumentan su respuesta al incremento de la temperatura, induciéndose ademas
una mejora en la especificidad de la Rubisco para el CO, frente al O,. Este tltimo efecto
del crecimiento en CO, elevado puede, por otra parte, proporcionar claves relevantes
para el considerable esfuerzo de investigacion (Chen & Spreitzer 1992; Zhu et al. 1998;
Schlitter & Wildner 2000) dedicado a la mejora de las propiedades de la Rubisco.

Los resultados de este estudio indican que, ademdas de alterar la cantidad de
Rubisco, el crecimiento en CO, elevado tiene efectos adicionales importantes en la
capacidad de transporte de electrones y en la cinética de la Rubisco, que pueden mejorar
la respuesta de la fotosintesis a la temperatura. Los futuros incrementos de CO; en el
aire tendran, por lo tanto, un efecto beneficioso en el reajuste de la fotosintesis al

calentamiento global.
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Conclusiones

1.- La duplicacion de la concentracion de CO; en el aire, y el aumento en 4 °C de las
temperaturas, durante el crecimiento del trigo, disminuyen la sensibilidad de los
estomas a la concentracion de CO,. Sin embargo, la temperatura no modifica el efecto

del CO, de crecimiento en dicha sensibilidad.

2.- El trigo responde al aumento del CO, del aire durante el crecimiento disminuyendo
la conductancia de los estomas y la fotosintesis, en una tipica respuesta de aclimatacion.
En ambientes mediterraneos la aclimatacion de la conductancia estomatica es de mayor

magnitud que la descrita para otras latitudes.

3.- La deficiencia de nitrégeno acentla la respuesta de aclimatacion de la conductancia
de los estomas y la fotosintesis al CO, elevado. Sin embargo, las relaciones de la
fotosintesis y la conductancia de los estomas con la concentracion foliar de nitrogeno no

cambian con la concentracidon de CO, del aire durante el crecimiento.

4.- Las temperaturas altas combinadas con suministro abundante de nitrégeno reducen
la respuesta de aclimatacion de la fotosintesis al enriquecimiento en CO; del aire. Este
efecto de la temperatura en la fotosintesis no esta mediado por cambios en la apertura de

los estomas, sino por las reacciones del mesofilo.

5.- A una concentracion comun de CO,, los estomas limitan la fotosintesis en mayor o
la misma medida con CO, de crecimiento elevado que ambiente dependiendo de si la

razén Ci/C, y la conductancia cambian con el COs,.

6.- Las aclimataciones de los estomas y el mesofilo al CO, elevado muestran un
acoplamiento en temperaturas como las actuales. Pero a temperaturas mas altas hay una

aclimatacion diferencial de la conductancia de los estomas y la asimilacion de carbono.
7.- En plantas adaptadas a temperaturas cambiantes diaria y estacionalmente, el

crecimiento en temperaturas 4 °C mas altas que las actuales no modifica la respuesta de

la fotosintesis a la temperatura existente en un momento dado.
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8.- El aumento de la fotosintesis con la temperatura es mayor en plantas aclimatadas a
un CO; de crecimiento elevado, y el optimo de temperatura para la fotosintesis se

desplaza a valores mas altos que en CO, ambiente.

9.- El crecimiento en CO, elevado aumenta la respiracion en la luz. Este efecto
contribuye a limitar la fotosintesis neta, especialmente la regulada por la actividad

Rubisco.

10.- El crecimiento en CO,; elevado aumenta la energia de activacion de la velocidad
maxima de carboxilacion de la Rubisco, y asi su respuesta a la temperatura. Por tanto,

las propiedades cinéticas del enzima no estan tan conservadas como se ha indicado.

11.- El crecimiento en CO; elevado aumenta también la energia de activacion de la
capacidad maxima de transporte fotosintético de electrones, estimulando
consiguientemente la respuesta de este transporte y de la fotosintesis limitada por la

regeneracion de RuBP a la temperatura.

12.- El crecimiento en CO, elevado aumenta, aunque en pequeia medida, la
especificidad de la Rubisco para el CO, respecto al O,. Este hallazgo puede ofrecer

claves ttiles para la mejora de las propiedades de la Rubisco

13.- El crecimiento en CO, elevado modifica la respuesta de la fotosintesis a la
temperatura, no tanto por alterar el balance entre la regeneracion y la carboxilacion de

RuBP, como por cambiar la dependencia de ambos procesos respecto de la temperatura.
14.- Como consecuencia de su influencia en los procesos parciales de la fotosintesis,

Los futuros incrementos de CO, en el aire tendrdn un efecto beneficioso en el reajuste

de la asimilacion de carbono al calentamiento global.
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