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Introduccién

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie originaria de América del Sur, mas pre-
cisamente de la region Andina comprendida entre el sur de Colombia y el norte de Chile.
Aungue hasta hoy en dia existen aspectos poco claros respecto a su origen y domesticacion,
se cree que fue llevado a Centroamérica donde se domesticé y ha sido parte de la dieta basica
en esa region por siglos. Aparentemente, el tomate ya se encontraba integrado a la cultura
azteca al momento de la llegada de los espafioles (Bergougnoux, 2014). En Europa no existen
registros de la especie para periodos anteriores a la llegada de los colonizadores a América,
existiendo al respecto fuertes indicios de que su distribucion mundial tuvo origen a partir de
las primeras expediciones de colonizacién. Los primeros usos del tomate en Europa fueron
con fines ornamentales debido a sus flores amarillas y frutos también amarillos o rojos. Es-
pafia e Italia fueron los primeros paises del viejo mundo en incorporarlo como hortaliza,
aungue durante muchos afios se lo consider6 como no apto para el consumo ya que muchas
Solanéceas nativas europeas contienen glicoalcaloides toxicos (Bergougnoux, 2014). Los
portugueses fueron quienes consolidaron su comercio en el sur de la India en el siglo XVI,
pero su cultivo en escala comercial parece iniciarse recién a finales del S. XI1X (De Pedro,
2019).

La planta, perteneciente a la familia Solanaceae, posee un sistema radical pivotante, con una
raiz principal y abundantes ramificaciones secundarias. La mayor concentracion de raices se
ubica entre los 0,3 y 0,5 m de profundidad, pudiendo superar hasta 1,5 m de profundidad. El
tomate es propenso a la formacion de raices adventicias (RA) en la base del tallo que contri-
buyen al mejor soporte de la planta, mejorando en algunos casos la absorcion de agua y nu-
trientes (Hoagland 2004), y confiriéndole tolerancia a ciertos tipos de estrés (Vidoz 2010).
El tallo es herbéaceo. Las hojas compuestas, pinatisectas e irregulares se disponen en forma
alterna. Las flores estan constituidas en un racimo floral o inflorescencia, cada una de color
amarillo, constituyéndose normalmente en un niamero de 4 a 12 flores. Las mismas son per-
fectas o hermafroditas y cominmente se autofecundan. Desde que la polinizacidn ocurre,

transcurre un periodo de entre 6 y 10 semanas hasta la maduracion del fruto.



El tomate es una planta propia de climas célidos (Tablal). La semilla no presenta dormicion,
pero tratamientos con fitoreguladores pueden mejorar la uniformidad, velocidad y el porcen-

taje de germinacion.

El cultivo requiere una buena humedad de suelo, la cual nunca debe ser menor al 20% de la
capacidad de campo. Su temperatura base es de 6°C (Th) pero por debajo de los 10°C ya se
ve fuertemente afectado el crecimiento vegetativo. En la etapa reproductiva, temperaturas
superiores a 35°C pueden provocar la esterilidad del polen (Figura 1). El nivel de humedad
debe ser superior al 50% e inferior al 85% para que la polinizacién pueda producirse. Es un
cultivo indiferente al fotoperiodo, pero requiere al menos 6 horas diarias de luz directa para

florecer. El fotoperiodo no es un factor critico como si lo es la intensidad de radiacion.

Temperatura diurna (°C) Temperatura nocturna (°C)
Germinacion 1820 000 e
Crecimiento 18-25 15
Floracion 22-25 13-17
Fructificacién 25 18

Tabla 1: Temperaturas 6ptimas diurna y nocturna del cultivo de tomate (Solanum lycoper-
sicum L.) en sus diferentes estados (Curso: CULTIVO Y MANEJO DE TOMATE, UNLP).

El clima de la Tierra ha cambiado a lo largo de la historia. Sélo en los ultimos 800.000 afios,
ha habido ocho ciclos de edades de hielo y periodos mas célidos, y el final de la tltima edad
de hielo, hace unos 11.700 afios, marco el comienzo de la era climatica moderna y de la

civilizacion humana (https://climate.nasa.gov/evidence/). El calentamiento global lleva, en-

tre otras cosas, a un aumento de la frecuencia e intensidad de las precipitaciones a menudo
torrenciales que, concomitantemente con el fendmeno de deshielo, son las principales causas
de las inundaciones (Kundzewicz et al., 2007). La inundacién del suelo es un problema im-
portante para la sobrevivencia de las plantas en muchas partes del mundo, y representa uno
de los estreses abidticos mas comunes que afectan negativamente el crecimiento de las plan-
tas, su productividad, y en muchos casos, conducen a la muerte de estas (Jackson & Colmer,
2005; Voesenek et al., 2006). El exceso de agua, entendido como la inmersion parcial de la
planta o sélo del sistema radical (anegamiento), se acompafia de una disminucion neta en la
difusion de los gases de alrededor de 10 veces. La limitacion del intercambio gaseoso re-

duce la disponibilidad de oxigeno para el proceso de respiracion (Bailey-Serres et al., 2012).


https://climate.nasa.gov/evidence/

En baja concentracion de oxigeno en el suelo, los tejidos que se encuentran anegados, recu-
rren a mecanismos de respiracion anaerdbica los cuales son ineficientes desde un punto de
vista energético y llevan a una reduccién acelerada de las reservas (2 a 4 ATP generados por
glucosa en la fermentacion versus 36 ATP por glucosa en la fosforilacion oxidativa). Sin
embargo, una mayor disponibilidad de azlcares no estructurales ha sido asociada a una ma-
yor tolerancia a la inundacion y podria favorecer la supervivencia de las raices en condiciones
de anegamiento, ya que dichos compuestos proporcionarian el sustrato para procesos fermen-

tativos en condiciones de hipoxia (Loreti et al., 2018).

Por otra parte, las temperaturas muy altas pueden provocar dafios irreversibles en las células
0 hasta causar el colapso de tejidos en algunos minutos. Sin embargo, con temperaturas mo-
deradamente altas, el dafio y/o la muerte celular puede ocurrir solo después de una larga
exposicion. Las altas temperaturas pueden causar tanto dafio directo como indirecto. Entre
los dafios directos se sefialan la desnaturalizacion y la formacion de aglomerados de protei-
nas, y la pérdida de integridad de membranas. En cambio, los dafios indirectos incluyen la
inactivacion de enzimas del cloroplasto y mitocondria, la inhibicidn de la sintesis de proteinas
y a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (Whaid et al., 2007).

Si bien el cambio climético afecta a todo el planeta, su manifestacion a nivel local o regional
puede ser muy variable y caracterizarse por la participacion simultanea de dos o mas eventos
de estrés. Por ejemplo, en muchas areas del mundo, las altas temperaturas se han asociado
con eventos de sequia extrema o de inundacion. La combinacion de dos o mas eventos cli-
maticos adversos puede, con mucha probabilidad, tener efectos méas severos sobre los culti-
VOS Yya que podrian sumarse las consecuencias negativas de cada estrés (Rivero et al., 2022).
La respuesta adaptativa de las plantas a mdltiples estreses puede ser unica e impredecible.
En algunos cultivares de tomate, por ejemplo, la combinacién de sequia y alta temperatura
hace que las plantas reaccionen a la falta de agua pese a que sean tolerantes al calor (Zhou et
al., 2017). Si bien eventos como olas de calor asociadas a precipitaciones torrenciales son
cada vez mas usuales en el mundo (Guerreiro et al., 2018; Wang et al., 2019; Zhang and
Villarini, 2020; Depietri et al., 2012), la investigacion cientifica sobre los efectos de la com-
binacion de ambos fendmenos en plantas es muy escasa. A partir de trabajos cientificos rea-
lizados con Arabidopsis, sabemos que los estreses por falta de oxigeno (anoxia) y por calor

comparten la regulacion de varios genes. De hecho, la induccién de proteinas HSP (Heat



Shock Proteins) en respuesta a un shock térmico favorece la aclimatacion de las plantas si se
las somete sucesivamente a estrés por anoxia (Banti et al., 2008; 2010). En un contexto de
cambio climatico y eventos meteoroldgicos extremos, el estudio del estrés en plantas debido
a la combinacion de factores climaticos sub-6ptimos (Mittler, R. 2006; Susuki, 2014), cobra
particular importancia teniendo un rol preponderante en muchos grupos de investigacion en
el mundo. Con el presente TFG, se pretende, por lo tanto, el registro y analisis de datos sobre
la respuesta de la planta sometidas a la interaccion entre altas temperaturas e inundacion del
suelo, empleando a la planta de tomate como modelo debido a su creciente interés en estudios

fisiolégicos/moleculares y su gran importancia econémica.

Objetivo general

El objetivo es estudiar algunas de las respuestas fisiologicas en plantas de tomate sometidas

a condiciones de altas temperaturas y de inundacion.

Objetivos especificos

En plantas control e inundadas mantenidas a las temperaturas de 25 y 35 °C durante 6 dias,

se perseguiran los siguientes objetivos especificos:

1) Medir la conductancia estomatica y fluorescencia de la clorofila en hojas.
2) Cuantificar la tasa respiratoria y determinar la viabilidad de las raices.

3) Analizar el contenido de los principales azucares no estructurales en raices.

Hipotesis
1) Laexposicion a temperaturas por encima del 6ptimo acelera el consumo de azUcares
en la raiz, perjudicando la viabilidad de las raices de plantas inundadas.
2) La alta temperatura y la inundacion tienen un efecto contrastante en la regulacion de

la apertura estomatica. En presencia de ambas condiciones, la conductancia estoma-

tica alcanza niveles intermedios.



3) La exposicion a altas temperaturas e inundacion tienen efectos aditivos sobre la dis-
minucion de la performance fotosintética debido a la reduccion de funcionalidad del
fotosistema 11 y 1.

Materiales y métodos
Material vegetal y tratamientos

En todos los ensayos se utilizaron plantas de tomate del genotipo Ailsa Craig (AC, accesion
LA2838A), el cual fue previamente empleado en ensayos de inundacién (Vidoz et al., 2010;
2016). Se realizaron siembras en germinadores a fin de asegurar una germinacién homogénea
de las plantulas. A la semana de edad, las plantulas fueron trasplantadas en macetas de 300
ml con un sustrato comercial a base de turba (Growmix Multipro pH 5,5-6,5) y mantenidas
en 2 fitotrones en igualdad de condiciones con una temperatura media de 26 + 2°C, fotope-
riodo de 14 h, humedad relativa entre 50-70% e intensidad luminica de alrededor de 300

umol m? s, Se emplearon luminarias a Leds full espectro (Figura 2).

Luego de 4 semanas desde la siembra, y cuando las plantas alcanzaron las cinco hojas ver-

daderas, fueron sometidas a los siguientes tratamientos:

AN~
""‘{‘%"‘ Control
™ - - = = = - >
6 dias
A It
<
- e Calor
"i —————————————— =
A
AL, L
e
e Inundacién
Ji —————————————— >

e CO = Control, temperatura Optima
e CC = Control, Calor
e 10 = Inundacién, temperatura Optima

e |IC = Inundacidn, Calor



Para ello realizamos un recambio de plantas al azar entre fitotrones, para compensar cualquier
tipo de variabilidad eventual entre los mismos. Un fitotron fue regulado a una temperatura
promedio de 25 °C (25,9 dia y 24,1 °C noche) y el otro grupo en un fitotron igual, pero con
una temperatura promedio de 32,3 °C (28,3 dia y 28,3 °C noche).

Figura 1: Variaciones de la temperatura de los fitotrones (°C) en el cual un tratamiento se
encuentra con una temperatura 6ptima (25°C) y el restante sometido a una temperatura ele-
vada al cual lo denominamos calor (35°C). Las franjas grises corresponden a los periodos

sin luz artificial (noche).
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En cada grupo de plantas, la mitad fue mantenida en condiciones de riego normal hasta ca-
pacidad de campo, mientras que la otra mitad fue sometida a inundacidon parcial. La inunda-
cion se realizd sumergiendo individualmente cada maceta en contenedores de un litro y lle-
nandolos con agua de red hasta alcanzar el nudo cotiledonar. Al inicio del tratamiento y luego

de 1, 3y 6 dias, se realizaron los muestreos y mediciones.



Todas las mediciones y andlisis fueron realizados en plantas en condiciones control (riego
normal) e inundadas (encharcamiento o waterlogging) mantenidas a temperatura de 25°C y
de 35°C.

Figura 2: A: Fotografia de un fitotron mostrando elementos que lo constituyen; B: Fotogra-

fias de plantas de tomate dentro del fitotrén.

Biomasa y particion de asimilados

Con el fin de determinar el impacto de la combinacidn de estreses sobre el crecimiento de las
plantas de tomate, individuos de los 4 tratamientos fueron empleados para la medicion de
biomasa de hojas, tallos y raices (originales y adventicias). EI muestreo se realizo al inicio
del tratamiento luego de 6 dias. Ademas, se consideré el area foliar medida con el método
descripto por Vidoz et al. (2016). Cada hoja fue extendida en un plano horizontal y se le saco
una foto. Posteriormente, cada imagen fue procesada con el software ImageJ® para obtener
el valor del area. Estos datos fueron utilizados para obtener parametros de crecimiento como
la Tasa de Crecimiento Relativa (RGR, Relative Growth Rate)(Figura 8, D).



Conductancia estomatica y fluorescencia de la clorofila

La Conductancia estomatica (gs) expresada como mmol de H,O seg™ m?2, fue realizada con
un poroémetro portatil (Meter Group SC-1). Con respecto a las mediciones de los parametros
de fluorescencia de la clorofila (JIP-test), se efectuaron empleando un fluorémetro portatil
(Figura 3) (Hansatech, PocketPea). Luego de una aclimatacion de las hojas a la oscuridad

durante 20 minutos aplicando el aposito clip.

Figura 3: A: Imagen de un fluorémetro portétil (Hansatech, PocketPea); B: Leafclips corres-
pondiente al fluorometro ejemplificando su utilizacion en una hoja; C: Imagen de un poro-

metro portéatil (Meter Group SC-1).
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Las mediciones tanto con el porémetro como con el fluorémetro se llevaron a cabo en hojas
de la misma edad (3ra hoja verdadera). De cada hoja se tomaron datos de dos foliolos opues-
tos promediando el valor. Debido a limitaciones de espacio en los fitotrones, el nimero de

réplicas bioldgicas de cada tratamiento a cada temperatura no superd los 5 individuos.



Figura 4: Esquema simplificado de los componentes de la cadena de transportes de electrones
desde el PSII hasta los receptores finales del PSI.
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Indices de vitalidad

Indice de potencial fotosintético Plabs = [RC/ABS][o, /(1- @] [v, /(1- w )]

Fuerza motriz de la fotosintesis DFabs = Log [PIabs]

Tabla 2: Eficiencia cuantica usando los datos de la fase rapida de emision de fluorescencia
(Gonzéalez Moreno 2008).



Consumo de O y viabilidad de las raices

El consumo de O en las raices se midi6 segin el método publicado por Mignolli et al. (2021).
En sintesis, muestras frescas de raices de plantas control e inundadas se colocaron en viales
herméticos de 3 ml provistos de tapa con septo en goma. Luego de haber medido la concen-
tracion inicial de Oz por medio del sensor a fibra dptica (FirestingO2, Pyroscience GmbH) y
después de una incubacion de 2 horas a 30°C en oscuridad, se medié nuevamente la concen-
tracion de O2 en los viales. A partir de la diferencia entre la concentracion inicial y final de
0., conociendo el peso fresco de las muestras y el volumen del espacio de cabeza de los
viales, se calcul6 el volumen en ml de O, consumidos por gramo de peso por hora seguin la

formula publicada en el trabajo de Mignolli et al. (2021).

Con respecto a la estimacion de la viabilidad de la raiz, se adopté el método histoquimico
por medio de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio) (Majumdar
2017). Alingresar libremente en las células vegetal, el MTT es reducido por oxidorreductasas
mitocondriales, generado un compuesto insoluble en agua de color purpura indicando la pre-
sencia de células metabolicamente activas y viables. Al tercer dia de iniciado el tratamiento
de inundacién/alta temperatura y el correspondiente control, se cortaron segmentos de raiz
de aproximadamente 3 cm de longitud a partir del apice. Los mismos se colocaron inmedia-
tamente en una solucion pH 7 (buffer Na-fosfato 50mM) conteniendo MTT 10mM. Los seg-
mentos de raiz se incubaron durante 1h en oscuridad a 37 °C para que se desarrollara la

tincion. Sucesivamente, se enjuagaron las raices y se sacaron fotos bajo lupa.
Analisis de azUcares solubles y almidon

Para la determinacién de los azucares, se molieron 100 mg muestras de raiz congeladas con
1ml de acido perclérico al 5,5%. Los extractos fueron centrifugados a 12000 g por 10 min a
temperatura ambiente y luego se recupero el sobrenadante en tubos eppendorf. El pellet fue
nuevamente congelado ya que se utilizé para la extraccion y analisis del almidon. Los ex-
tractos fueron neutralizados agregando en cada tubo 200 pl de carbonato de potasio 3,5M.
Se incubaron los tubos a 4 °C durante 30 minutos antes de centrifugarlos como lo descripto

anteriormente. Finalmente, se recuperd el sobrenadante y se lo congel6 hasta su analisis.



Para la cuantificacion de los azucares solubles se empled el método colorimétrico del fe-
nol/sulfirico (Buysse y Merckx 1993). Se tomaron 500 ul de extractos neutralizados de las
raices, previa dilucion 1:5, y se colocaron en tubos de ensayo de vidrio. Luego se agregaron
500 pl de una solucion de fenol al 28% en etanol 70% y se agregaron, a cada tubo, 2,5 ml de
acido sulfarico concentrado mezclando vigorosamente. Finalmente, se leyo la absorbancia a
490nm en espectrofotometro. Para la cuantificacion, se realizé una curva de calibracion con

glucosa pura.

Para la determinacién del almiddn, el pellet que qued6 de la extraccion de los azlcares fue
sometido a dos ciclos de lavados con etanol 80% a 80°C por 15 min. Al finalizar, se descart6
el sobrenadante y el pellet se sec6 a 50 °C hasta evaporar el residuo de etanol. Luego se
agregaron 700 pl de NaOH 0,1 My los tubos fueron incubados a 100 °C durante 1h. Luego
de centrifugar a 12000 g por 5min a temperatura ambiente, se recuperaron 500 ul de extracto
y se neutralizaron con 50 ul de HCI 1N. Finalmente, se agregaron 150 pl de amiloglucosidasa
de Aspergillus niger en la concentracion de 0,1 Unidades ml™. Los tubos se incubaron over-
night a 40 °C. La determinacion de la glucosa liberada por hidrdlisis del almiddn fue llevada

a cabo segun el método del fenol/sulfurico descripto anteriormente.

Analisis estadistico

El nimero de réplicas con que se trabajo dependié de la complejidad del analisis a realizar.
Para las mediciones de conductancia estomatica y fluorescencia (analisis no destructivos) se
midio en 8 plantas por cada tratamiento y por cada régimen de temperatura. Con respecto a
los estudios bioquimicos, se realizaron mediciones sobre un nimero de 4 muestras prove-
nientes de diferentes plantas de cada tratamiento. Con respecto al tipo de analisis estadistico,
se procedio al analisis de la Varianza Paramétrica (ANOV A a una via) y a un post test de

Tukey.

Lugar de trabajo

El trabajo se realizo en el laboratorio de la Catedra de Fisiologia Vegetal (Facultad de Cien-

cias Agrarias, UNNE), el cual cuenta con equipamientos e infraestructura necesarios para



realizar los estudios fisiologicos y bioquimicos correspondientes a este trabajo de investiga-
cion.
Resultados y discusion

La exposicion a temperaturas superiores al 6ptimo durante 6 dias produjo cambios en la mor-
fologia de las plantas tanto en condicion de control como de inundacion (Figura 6). Entre
ellos, la hiponastia (movimiento nastico caracterizado por la curvatura hacia arriba de hojas),
fue lo mas notorio (Figura 6, fuertemente evidenciado en el tratamiento Control a 35°C)
(Quint et al., 2016; Casal y Balasubramanian, 2019; Jayawardena et al., 2019; Vu et al.,
2019). En contraposicion, se pudo observar que las hojas de las plantas inundadas mantenian
una inclinacién hacia abajo (epinastia) como resultado de una mayor expansion en las células
adaxiales de la lamina y peciolo (Jackson, 2002; Geldhof et al., 2023). Ambos movimientos
nasticos de las hojas podrian ser una respuesta de las plantas para limitar la incidencia de la
luz, previniendo el sobrecalentamiento y reduciendo la tasa de transpiracion (Bradford y
Hsiao, 1982; Jayawardena et al., 2019). Es interesante observar como, en condiciones de alta
temperatura e inundacion, el angulo de insercidn del peciolo de las hojas basales fue menos
agudo que aquel de las plantas no inundadas, sugiriendo una competencia entre respuestas
nasticas bajo las condiciones de estres por inundacion y calor. Ademas, en alta temperatura
e inundacion se notd un marcado marchitamiento de las hojas mas jovenes posiblemente
debido a una desregulacion en la salida del agua de los tejidos, como resultado de la pérdida

de estabilidad de las membranas plasmaticas.

La biomasa vario significativamente en respuesta a la inundacion tanto en condiciones de
temperatura Optima como de calor. La inundacion afect6 la biomasa de hojas y raices (CxI)
mientras que el tratamiento de alta temperatura incidié unicamente en el peso seco del tallo
(Opt.xCalor) (Tabla 3). La raiz fue el 6rgano mayormente perjudicado en inundacion ya que
sufrié una disminucion del 68 y 66% a temperatura dptima y alta, respectivamente (Figura
7). En condiciones de hipoxia del suelo (Figura 11 A), la respiracidn se redujo notablemente
(Figura 11 C; Mignolli et al., 2021) causando la pérdida del sistema radical (Vidoz et al.,
2016). Asimismo, la biomasa y el area foliar fueron contundentemente menores en las plantas
inundadas tanto en condiciones de temperatura éptima como de alta temperatura. De forma

analoga, la tasa relativa de crecimiento (RGR) mostro una neta disminucién en hojas y raices,



indicando una menor particion de fotosintatos hacia estos 6rganos. Cabe destacar que, en alta
temperatura, la materia seca acumulada en el tallo fue casi la mitad de las plantas inundadas
a temperatura éptima (Figura 8). Asimismo, la RGR en tallo de plantas inundadas a tempe-
ratura alta fue menor sugiriendo que la menor altura de las plantas bajo alta temperatura

podria estar asociada con una menor distribucién de fotosintatos en el tallo.

La conductancia estomatica (gs) puede considerarse una medida indirecta del grado de aper-
tura estomatica de las hojas. Bajo condiciones de estrés, la disminucion de la gs constituye
una de las primeras estrategias utilizada por las plantas para disminuir la tasa de transpiracién
y mantener la turgencia (Agurla, S.,2018) y depende de una compleja interaccion de factores
externos e internos de la hoja (Flexas et al 2004, Warren et al 2007, Medrano et al 2002;
Oliveros M., et al 2009). Existe un rapido cierre de estomas durante la inundacion, lo cual es
una respuesta tipica en plantas no adaptadas a dicho estrés. Esto ha sido visto en especies
tropicales (Herrera 2010) y cultivos como soja (Oosterhu 1990), cebada (98. Yordanova
2005) y tomate (Bradford 1983; Horchani 2005; Else 2009; Bhatt 2015). En distintas espe-
cies, el estrés por calor induce una mayor apertura estomatica reduciendo el sobrecalenta-
miento de las hojas (Sharma et al., 2014; Urban et al., 2017). Sin embargo, ya a partir del dia
3, las plantas sometidas a inundacion en alta temperatura tuvieron una marcada disminucion
del valor de gs al igual que en condicidn de temperatura éptima (Figura 5 A). Debido a que
en plantas control bajo los dos regimenes de temperatura no se observaron cambios signifi-
cativos de gs, es posible que las plantas de tomate respondan de forma distinta o que solo
bajo temperaturas extremas se observe una respuesta a nivel estomatico (Camejo et al. 2005;
Nankishore et al., 2016; Haque et al. 2021).

La luz es un elemento clave de la fotosintesis. Sin embargo, en condiciones de estrés, la
transferencia/transformacion de la energia luminica se ve afectada en la mayoria de los casos,
ya que un surplus de energia que no puede almacenarse en enlaces quimicos resulta muy
peligroso, provocando dafio oxidativo (Scartazza 2016). Por lo tanto, el estudio de los para-
metros de fluorescencia es una herramienta de suma utilidad para medir el estado y funcio-
namiento del aparato fotosintético de la planta, y la manera en que los distintos estreses am-

bientales pueden afectarlo (Maxwell 2000). Los parametros de fluorescencia de la clorofila



que se analizaron expresan la eficiencia cuéntica en distintas etapas del trasporte de electro-
nes entre los dos fotosistemas (Figura 4). La relacion entre fotones absorbidos por los pig-
mentos de las antenas y los centros de reaccion activos del PSII (ABS/RC; Fig. 5 B) muestra
un aumento significativo al dia 6 en hojas de plantas inundadas a temperatura 6ptima con
respecto a su control, sugiriendo una disminucién del nimero de centro de reaccidn activos.
En cambio, las plantas inundadas en alta temperatura no mostraron diferencias significativas
respecto a su control. TRO/ABS (Figura 5 C) mide la eficiencia cuantica méaxima de la reac-
cion fotoquimica primaria. Este parametro disminuyd al dia 6 en condiciones de inundacién
a temperatura dptima mientras que no varié significativamente en inundacién y alta tempe-
ratura. Probablemente, la disminucion del nimero de centros de reaccion activos en inunda-
cién a temperatura 6ptima redujo la eficiencia de atrapamiento de los electrones por la feofi-
tina y Qa (reaccion fotoquimica primaria). Cabe destacar que en alta temperatura los valores
promedio de TRO/ABS, tanto del control como del inundado, fueron por encima de 0,75
indicando fotoinhibicion y dafios minimos al PSII (Sattari Vayghan et al., 2020). ETO/TRO
expresa la eficiencia con la que un electron atrapado se mueve mas alla de Qa hacia los
transportadores del intersistema (Qg, PQ, Cyt y PC) en la cadena de transporte de electrones
(fase térmica) (Tabla 2). Este parametro no varié de manera significativa entre los distintos
tratamientos, aunque disminuyo con el pasar del tiempo. De la misma forma, el parametro
ETO/ABS, que indica la eficiencia del transporte electrénico hacia los transportadores del
intersistema, solo disminuyé de forma significativa entre 3 y 6 dias en plantas inundadas a
temperatura Optima y en plantas control en alta temperatura (Figura 5 E). Los cocientes
REO/ETO y REO/ABS indican respectivamente la probabilidad de que un electron se mueva
desde los transportadores del intersistema hacia los aceptores finales en el PSI (ferredoxina,
NADP) vy la eficiencia de la reduccién de los aceptores finales del PSI. Para ambos parame-
tros se observd un aumento significativo luego de 6 dias en hojas de plantas mantenidas bajo
régimen de alta temperatura sugiriendo que la transferencia de electrones por los transporta-
dores méviles como la plastoquinona (PQ) y la plastocianina (PC) podria estar afectada por
la temperatura. Debido a que la PQ se encuentra en la fase lipidica de las membranas tilacoi-
dales, la fluidez de los lipidos de la membrana es un factor crucial que determina la respuesta
a la temperatura del transporte de electrones en el sitio de la PQ (YYamasaki 2002). El anélisis

de la fuerza motriz de la fotosintesis (Driving Force) arrojo valores negativos en todos los



tratamientos, sin embargo, la componente logoR0/(1-0R0) mostr6é valores menos negativos
en plantas a temperatura alta, sugiriendo una transferencia de electrones al PSI més rapida
(Figura 5 H) (Antunovi'c Duni 2023). Los datos de eficiencias del transporte de electrones a
lo largo de la cadena de transporte fotosintética, indican que temperaturas superiores al 6p-
timo favorecerian la transferencia de electrones en entre PSIl y PSI. Sin embargo, el cierre
de estomas en plantas inundadas podria limitar el acceso de CO. y, por ende, la carboxilacion.
Por lo tanto, un mayor flujo de electrones resultaria perjudicial en condiciones de inundacion,
ya que un mayor flujo de energia que no estaria siendo utilizada para la reduccion del CO>
causaria la hiperreduccion del PSI y la formacion de especies reactivas del oxigeno.

La temperatura y la disponibilidad de oxigeno se encuentran entre los principales factores
que afectan a la respiracion en las células. Por esta razon, nos planteamos la hipotesis que,
en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno por la inundacion y alta temperatura, el
metabolismo respiratorio en la raiz puede estar afectado. Por lo general, el contenido en oxi-
geno del aire del suelo oscila entre el 10 y el 20 %. Normalmente, una mala aireacion se
convierte en un grave impedimento para el crecimiento de las plantas cuando la concentra-
cion de O cae por debajo de 0,1 L/L (<10%, Weil R.R. and Brady 2017). En el caso del
sustrato de las plantas inundadas, los valores rodeaban el 6% ya a partir del primer dia de
anegamiento (Figura 11 A). Cabe destacar que el nivel de oxigeno se mantuvo similar tanto
a temperatura optima como alta, pese a la diferente temperatura del suelo, 25 y 34 °C, res-
pectivamente (Figura 11 B). Este Gltimo dato cobra particular importancia ya que un posible
efecto de la temperatura sobre la respiracion no dependeria de un distinto grado de hipoxia
del suelo. Luego del analisis de la tasa respiratoria en raices, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre plantas control a lo largo de los 6 dias del experimento.
Sin embargo, en plantas inundadas, se registro una disminucion abrupta luego de un solo dia
de tratamiento en alta temperatura con respecto a temperatura 6ptima (0,04 vs 0,20 ml Oz h°
L g PF). El consumo de O en las raices a temperatura 6ptima bajé luego de 3 dias de inun-

dacion y alcanzo los valores de las raices en alta temperatura al cabo de 6 dias (Figura 11 C).

El dato de consumo de O fue corroborado por medio de un ensayo histoquimico de viabili-
dad con el compuesto MTT. EI MTT pertenece a la categoria de los tetrazolios y se caracte-
riza por ser una molécula que se reduce a formazan de color azul por accion de deshidroge-

nasas mitocondriales (Altman, F. P. 1976). Las fotos en la figura 9 muestran segmentos de



raices tefiidas con MTT al dia 3. Mientras que en condiciones control a temperatura dptima
y alta se observo una intensa coloracion azul, en raices de plantas inundadas habias porciones,
en correspondencia del apice, donde la tincién no se desarroll6. Cabe destacar que, en las
raices de plantas inundadas en alta temperatura, la parte descolorida fue mucho mas extensa
abarcando todo el segmento de raiz y confirmando que en estas condiciones la actividad res-

piratoria cesaria casi por completo.

La generacion de energia a través de la cadena de transporte mitocondrial y la fosforilacién
oxidativa se reduce debido a que el O esta menos disponible como aceptor terminal de elec-
trones. Por lo tanto, la generacion de energia en las células depende casi Gnicamente de una
glucdlisis anaerdbica y fermentacion con una reduccion en la produccion de energia del 65
al 97% ((Millar et al., 2011). Segun Gibbs and Greenway (2003) existen dos modos de tole-
rancia a la anoxia: uno con altas tasas de catabolismo de carbohidratos anaerobicos (efecto
Pasteur) para compensar la ineficiencia del rendimiento de ATP por mol de hexosa cataboli-
zada en ausencia de fosforilacion oxidativa, y otro basado en una reduccion del catabolismo
anaerobico de carbohidratos. El analisis de los azucares no-estructurales (aztcares solubles
y almiddn) en raices de plantas inundadas bajo alta temperatura mostré una dréstica dismi-
nucion al cabo de 3 dias, alcanzando valores 17 veces menores que en el control (Figura 10
A). Es interesante observar que la concentracion de azlcares solubles a temperatura optima
solo bajo significativamente a los 6 dias alcanzando un valor promedio muy similar a aque-
llos de inundacion en alta temperatura (Figura 10). Considerando el bajo consumo de O en
las raices ya en una fase muy temprana de la inundacién, es razonable creer que la disminu-
cion del metabolismo de los azlcares ocurra por una exacerbacion de la via fermentativa,
probablemente con produccién de etanol (Safavi-Rizi et al. 2020).

El aumento del contenido de azlcares que se vio al sexto dia de inundacidn en alta tempera-
tura (Figura 10 A) puede ser interpretado en dos maneras: como resultado de la hidrélisis de
los componentes de las paredes celulares (celulosa) 0 como parte de un proceso de muerte
programada que, sin embargo, no proporcionaria energia para la supervivencia de las células
(Bragina et al., 2003; Souza et al., 2017).



Conclusiones

La combinacion de alta temperatura e inundacion frena rapidamente la respiracion en las
raices y parece acelerar el consumo de azUcares en las raices probablemente estimulando la
via fermentativa, ya que el consumo de oxigeno por respiracion es muy bajo (Figura 10).
Esto podria llevar a un agotamiento mas rapido de las reservas, provocando una crisis ener-
gética en las células con pérdida de viabilidad de éstas, o en alternativa por la acumulacion
de compuestos toxicos derivados de la fermentacion (acido lactico y/o etanol). El cese de la
funcionalidad radical bajo inundacion provocaria una menor absorcion de agua que a su vez
induciria un cierre de estomas (menor conductancia) (Figura 5 A). Sin embargo, la alta tem-
peratura tendria un efecto positivo en la transferencia de electrones entre fotosistemas posi-
blemente debido a una mayor fluidez de la membrana tilacoidal, favoreciendo el movimiento
de los carriers de electrones (PQ, PC) (Figura 5 F). Frente a un mayor flujo de electrones en
la cadena de transporte fotosintético, el cierre estomatico, obligaria a la disipacion de estos
por vias alternativas a la fotosintesis, como por ejemplo fotorrespiracion, y reaccion de Meh-
ler con generacion de especies reactivas del oxigeno con pérdida de eficiencia de carboxila-

cién y ganancia de biomasa.



Figura 5: Gréficos de barras correspondientes a A: conductancia estomatica (gs) en funcién
de los dias (0,3 y 6); B: Parametro de fluorescencia (ABS/RC) en funcién de los dias (0,3 y
6); C: Parametro de fluorescencia (TRO/ABS) en funcion de los dias (0,3 y 6); D: Parametro
de fluorescencia (ETO/TRO) en funcion de los dias (0,3 y 6); E: Parametro de fluorescencia
(ETO/ABS) en funcion de los dias (0,3 y 6); F: Parametro de fluorescencia (REO/ETO) en
funcién de los dias (0,3 y 6); G: Parametro de fluorescencia (REO/ABS) en funcion de los

dias (0,3 y 6) y H: Fuerza motriz en funcion de los dias (0,3 y 6)
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Figura 6: Imagenes de plantas de tomates en los distintos tratamientos al dia 3 donde CO:
tratamiento control con temperatura 6ptima; CC: tratamiento control sometido a un trata-
miento de alta temperatura (35°C); 10: Tratamiento inundado con dptima temperatura y IC:

tratamiento inundado con alta temperatura.

Figura 7: Fotografia de raices al dia 6 en los distintos tratamientos CO: Control 25°C; CC.:

Control 35°C; 10: inundacion 25°C y IC: inundacion 35°C.
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Peso seco hoja

Peso seco tallo

Peso seco raiz

(8 (8) (8)
C I CxI C I C I
Valor P
Temp. 0.784  0.457 <0.000 | 0.469 0449  0.62 | 0211  0.068  <0.000
Optima | £0.03  +0.034 1 +0.02  +0.03 2 | £0.013  +0.00 1
3(10) 1(10) L I ) 4 ns |1 9 sk
10 a9 (10) (10)
Calor 0.726  0.457 <0.000 | 0.368 0289  0.01 | 0.160  0.055  <0.000
+£0.02  +0.042 1 +0.01  +0.02 5 | +0.014 40.00 1
9(9) (10) wededed 0 8 * (10) 6 Sededesk
10 a9 (10)
Opt.xCal | 0211  0.988 0.0006 0.0018 0.015  0.240
. ns ns wk w% * ns
Valor P

Tabla 3: Biomasa de hojas, tallo y raiz para los distintos tratamientos donde C: control e I:

inundacion. Cada uno enfrentado a una temperatura 6ptima (25°C) y una elevada (35°C, ca-

lor)

Figura 8: Grafico de la tasa relativa de crecimiento (RGR) para los distintos tratamientos.

A: tasa relativa de crecimiento global por tratamiento; B: tasa relativa de crecimiento de

raices para los distintos tratamientos; C: tasa relativa de crecimiento del tallo para los dis-

tintos tratamientos y D: tasa relativa de crecimiento de hojas para los distintos tratamientos.
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Figura 9: Fotografias de las raices al dia 3, correspondiente a los distintos tratamientos, des-
pués de ser tratadas con MTT CO: Control 25°C; 10: inundacion 25°C; CC: Control 35°C y

IC: inundacién 35 °C.

Figura 10: A: Azlcares solubles (mg/g PF) en funcién de los dias (0, 1, 3y 6) y B: Almidén
(mg/g PF) en funcién de los dias (0, 1, 3y 6).
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Figura 11: A: Porcentaje de oxigeno en el suelo (sustrato) en funcién de los dias (0, 1, 3y
6); B: Temperatura del sustrato (°C) en funcion de los dias (0, 1, 3y 6) y C: Respiracion de

las raices (ml O2/h.g) en funcion de los dias (0, 1, 3 y 6).
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