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Resumen

El ser humano estd modificando a velocidad creciente la distribucion espacial y
el funcionamiento de los ecosistemas. Dicha modificacion tiene lugar a escala local,
regional y global de forma que hoy en dia la gran mayoria de los ecosistemas terrestres
presentan un cierto grado de degradacion atribuible a las actividades humanas. Ademas,
estas actividades estan cambiando las caracteristicas de la atmosfera y el clima, dando
lugar a un cambio climatico global.

Segun las ultimas predicciones, la concentracion de CO, atmosférica llegara a
ser cercana a 700 pmol mol™” a finales del siglo XXI. Ademas del incremento del CO,,
se predice que otras consecuencias del cambio climatico podrian ser temperaturas mas
elevadas, mayor sequia y salinizacion de los suelos, entre otras. Las predicciones sobre
el cambio climatico apuntan hacia un aumento de la duracion e intensidad de las sequias
durante el s. XXI, asociadas con un régimen mas irregular de las precipitaciones y con
temperaturas mas extremas y en general mas calidas. Tales cambios en la concentracion
de CO; y en la disponibilidad hidrica afectan a varios procesos fisioldgicos en las
plantas.

La sequia es, sin duda, la condicion ambiental a que mas frecuentemente se ven
sometidas las plantas. La disponibilidad hidrica es un factor critico para evaluar los
efectos del cambio climdtico sobre la mayoria de los ecosistemas terrestres. Sin
embargo, también hay que tener en cuenta la respuesta positiva al aumento de CO;
atmosférico, que puede aliviar parcialmente el efecto negativo del aumento de sequia
frente a la productividad.

La sequia limita la asimilaciéon de C y N, asi como el crecimiento. Ademas
ejerce una gran influencia en la dindmica de nutrientes ya que el calentamiento aumenta
la mineralizacién, y la sequia impide el uso de nutrientes por parte de las plantas y
facilita su pérdida en el sistema cuando llegan las lluvias. Se trata pues de una situacioén
en la que la sequia y la concentracion atmosférica de CO, ejercen efectos que pueden
ser antagdnicos sobre la fisiologia de los cultivos.

Se espera que el aumento de la concentracion de CO, tenga un impacto
considerable en la vegetacion a través de cambios en la fotosintesis y otros procesos
fisiologicos. En general, una [CO,] elevada aumenta la biomasa, el crecimiento de las

raices y el area total de las hojas, y altera las tasas de fotosintesis neta, la conductancia



estomdtica y la eficiencia en el uso del agua. No obstante, la magnitud de tales
respuestas depende de la disponibilidad de otros recursos que pueden ser limitantes. De
esta manera, la disponibilidad de nitrégeno del suelo, la temperatura o la luz pueden
afectar a dichas respuestas. Sin embargo, el factor mas limitante para la productividad
de los ecosistemas terrestres es el agua; de ese modo, el andlisis de la interaccion entre
la elevada [CO,] y el agua del suelo es de capital relevancia para la comprension de la
respuesta de las plantas frente al cambio ambiental.

La cebada es uno de los cereales mas cultivados del mundo y se ha documentado
que su productividad podria aumentar hasta un 0,35% por ppm de CO, incrementado.
Su cultivo es generalizado en la peninsula ibérica y parece ser, de entre los cereales de
clima templado, el mejor adaptado a la restriccion hidrica. Al mismo tiempo, se ha
considerado que un aumento del CO, atmosférico puede mitigar los efectos de otros
estreses ambientales.

Por ello, nuestro objetivo general ha sido analizar el efecto combinado del
enriquecimiento de CO; y el estrés hidrico durante la imposicion progresiva de sequia,
cuantificando las respuestas fisioldgicas en cebada tanto desde el punto de vista de las
relaciones hidricas como del intercambio gaseoso, asi como la fotoquimica de la
fotosintesis, la asimilacion de N y el crecimiento vegetal, analizando, ademads, la
capacidad de la cebada para recuperarse del estrés hidrico, tanto bajo las condiciones de
la atmésfera actual (350 pmol CO, mol™), como con la perspectiva de mayores niveles
de CO, (700 pmol CO, mol™).

Nuestros resultados muestran que plantas de cebada creciendo en riego y elevada
[CO,] presentan un estado hidrico similar al de plantas crecidas en riego y [CO-]
ambiental. En cambio, a nivel fotosintético se observa en dichas plantas mayor
asimilacion de C y menor pérdida de agua por transpiracion, mayor asimilacion de N y
mayor contenido de proteina soluble y de pigmentos que las plantas crecidas en riego y
[CO,] ambiental. Por otro lado, la sequia afecta negativamente a la cebada en todos los
parametros hidricos analizados. Ademads, la sequia incide directamente sobre la
fotosintesis, la asimilacion de N, asi como sobre los niveles de proteinas y pigmentos
fotosintéticos. También se ha observado que la falta de agua induce un descenso en el
crecimiento disminuyendo el namero de hojas, el area foliar y, en ultimo término, la
produccion de biomasa total modificando las respuestas de las tasas de crecimiento
relativo. Al analizar el efecto combinado de la sequia en plantas crecidas bajo elevada

[CO,] se ha observado menor efecto de la sequia en la respuesta fisiologica de la planta



que en plantas a [CO;] ambiental. El contenido hidrico tanto del suelo como de la planta
descienden menos, las tasas de fotosintesis se mantienen durante mas tiempo, la
asimilacion de N se ve menos afectada y el crecimiento es mas elevado que en plantas
de [CO;] ambiental.

Por otro lado, al restablecer el riego en las plantas sometidas previamente a
sequia se observa que en la mayoria de parametros analizados el efecto de la sequia
revierte bajo ambas [CO;]. Todo ello pone de manifiesto que bajo las condiciones
futuras de elevada [CO;] la fisiologia de la cebada se veria menos afectada por la sequia
que en condiciones de CO, ambiental, retrasando las repercusiones negativas de la falta
de precipitaciones en el desarrollo de la planta que acompafian al cambio climatico

durante un periodo de tiempo mas prolongado.






Indice |

INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

GENERALE S .. iiittittittetreeseesecscesscessessessessessessessesssessessssss 1
1.1. INTRODUCCION GENERAL.....cuetnteeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessaseeseeseeseesensen 3
1.1.1. EFECTO DE LA SEQUIA.....cuuviuiiiniienieneiteeneeieeneeeneeneeenes 3

1.1.2. EFECTO DE LA ELEVADA [CO,] Y SU INTERACCION CON
OTROS ESTRESES COMO LA SEQUIA.......cccceerrrrrrririniienns 5

1.2. INTERES Y OBJETIVOS GENERALES......ccccuuueieiiiiierennneeeeennennnnens 0



II

indice

2. MATERIALES Y METODOS....cccettieeiiiieiiieeeeeeeeeennns 9
21.MATERIAL VEGETAL. ... 11
2.2. DISENO EXPERIMENTAL.............ccoooiiiiiiiiiiie e 12
2.2.1. Condiciones de crecimiento. .........ooueeueeneineenniieaiennenn, 13
2.2.2. Imposicion de la sequia y recuperacion del estrés hidrico....... ... 13
2.2.3. Toma de muestras y congelacion del material vegetal ................. 14
2.3. RELACIONES HIDRICAS..............cooiiiiiiiii i 14
2.3.1. Contenido hidrico relativo del suelo, CHRS......................... 14
2.3.2. Contenido hidrico relativo foliar, CHR ................ccciieiin . 15
2.3.3. Potencial hidrico foliar, Wwpq, WWmg..........ooo 15
2.3.4. Potencial osmotico, Wo, potencial osmotico a maxima
turgencia, Wo'® y ajuste 0smotico, AO.........cceevveuueeeeeeiii, 16
2.3.5. Potencial de presion, Wp........coeiiiiiiiiiii e, 17
2.3.6. Transpiracion en planta entera, 7...........ccoovvviiiiiiiniinneennnn. 17
2.3.7. Conductancia hidraulica, CH ..., 17
2.3.8. Eficienciaen el usodel agua, ITE..............ccovviiiiiiiiininnn 17

2.3.9. Conductividad electrolitiCa. ... ..uuunneeee e

2.4. ASIMILACION DE COn.....ooooiiiiiiiieee e 18
2.4.1. Asimilacion neta de COg ..vvvvvveiiii e e 19
2.4.2. Aclimatacion..........c.ocviiiiniiniiniiinieieseeneeeneeieereseeeenenees 19
2.4.3. Rendimiento y requerimiento cudnticos................ccceeeveereneenee 19
2.4.4. Curvas de respuesta a la [CO;], A/Ci.......ccovvveveecieeeiiieeieeeee, 20
2.4.5. Curvas de respuesta a laluz, A/PPDF...........c..c.ccciviiinnan. 21

2.6. METABOLISMO DEL NITROGENO. .................cooiiiiiinennnn,

2.6.1. Actividad Nitrato Reductasa, NR............cooiiiiiiiiiiiiiinn,

2.6.1.1. EXtracCiON. .ot

22



Indice 111

2.6.1.2. Determinacion de la actividad......................... 24

2.6.2. Actividad Glutamina Sintetasa, GS.........coooiiiiiiiiiiiiien. 25

2.6.3. Actividad Glutamato Deshidrogenasa, GDH ..................... .. 26
2.6.3.1. Actividad GDH aminante: GDH- NADH ............ 26

2.6.3.2. Actividad GDH desaminante: GDH-NAD"......... 27

2.7. CUANTIFICACION DE PROTEINA SOLUBLE.......................... 27

2.8. EXTRACCION Y DETERMINACION DE PIGMENTOS
FOTOSINTETICOS. ..o ee s e seses e seneseseseseas 28

2.9. PARAMETROS DE CRECIMIENTO....................oooiiiiieiann, 28

2.9.1. Parametros absolutos. ......oovvviiiiiiiiii e e 28

2.9.2. Parametros relativos. .......o.eviuiiiiiii i 28
2.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO......ccocoviiiiiiiiiiisiiie e, 30
3. RELACIONES HIDRICAS......ccccuuuueeeeeeerrnnnnnnniennsennnns 31
3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS......coouiiiiiiieiiieieeieeee 33
3.2. RESULTADOS . . ..o 35
3.2.1. Contenido hidrico relativo de suelo, CHRS y foliar, CHR........... 35
3.2.2. Potencial hidrico, Ww, osmotico, Wo y de pared, Wp .................. 37

3.2.3. Potencial osmotico a méaxima turgencia, Wo'®
y ajuste 0SMOtICO, AO......c.iiiiiin e 42
3.2.4. Transpiracion en planta entera, T.........ccccevveeveriienieneriienieenennens 42
3.2.5. Conductancia hidraulica, CH............cccoevvviiiiiiiiiiiiiiieieeee e 43
3.2.6. Conductividad electrolitica................coooiiiiiiiiiii i 44
33.DISCUSION. ..ottt 45

3.4. CONCLUSIONES. ... e .48



Indice

4. PROCESOS FOTOSINTETICOS....eueutueeeeeeneneeeeasneensnns 51
4.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS .. .oooooniieie e 53
4.2. RESULTADOS . ... e 57

4.2.1. FOtOSINESIS. ..o eetieiiitieiiei e, .57

4.2.1.1. Conductancia estomatica, gs,

asimilacion, 4, concentracion interna de CO,, Ci'y
transpiracion instantanea, E. Eficiencia en el uso

delagua, ITE........c.couiiiii e 57
4.2.1.2. Rendimiento fotosintético, @y

requerimiento cudntico, RO.......cccceeveeevieeeniieeieeeiee e 65
4.2.1.3. Aclimatacion...............coeoeevveniiencenienicenieenne. 07
4.2.1.4. Curvas A/Ci.....o.ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiie 70
4.2.1.5.Curvas A/PPDF ...........ccccoouvevovvenieeecnieeneenenn 13

4.2.2. FIUOTESCONCIA. .. uvvt ettt et et e e e e e et e e e e eeeeaeens 76
4.2.3. Pigmentos fotoSINtEtiCOS. . ..uvvuieeiieiie i eeeeenanns 79
4.3. DISCUSION. .....ooiiiiiiiiiiiiii e 83
4.3.1. Intercambio GaS€0S0......vuuterrieitt et 83
4.3.2. Aclimatacion al COn. ..o 86
4.3.3.CUIVAS A/Cl. e 88
4.3.4.CUrvVas A/PPDEF .......c.ooueiii e 92
4.3.5. Fluorescencia y pIgmMentoS. ......uveuueenueeenneeineeaneenneennnens. 93
4.4. CONCLUSIONES . ... e 97
5. METABOLISMO DEL NITROGENQ........cceeeeeeeeerenennn 99
5.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS ........ccooouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii, 101
5.2. RESULTADOS ... 105

5.2.1. Actividad nitrato reductasa, NR ........ccviiimiiiiiii, 105



Indice

5.2.2. Actividad glutamina sintetasa, GS............cccoveniiiiiiiininnnnn 110

5.2.3. Actividad, glutamato deshidrogenasa GDH......................... 112
5.2.3.1. Actividad aminante, GDH-NADH.................... 112

5.2.3.2. Actividad desaminante, GDH-NAD"................. 113

5.2.4. Cuantificacion de proteina soluble ..., 115

5.3. DISCUSION. ..., 119
5.3.1. Reduccion de nitrato.........o.eiueiiiiiiiiii e 119
5.3.1.1. Efecto de la sequia a [CO,] ambiental............... 119

5.3.1.2. Efecto de la sequia a elevada [CO3].................. 121

5.3.2. Asimilacion de amonio. ...........ooeiiiiiiiiiiii i 123

[C O] ettt 123

5.3.2.2. Glutamato deshidrogenasa. Efecto de la sequia y
de1a[COn] ueiniiii 125
5.3.3. Proteina soluble. Efecto de la sequia y de la [CO3] ................ 127
5.4. CONCLUSIONES . ... e 129
6. CRECIMIENTO....cce0cttiiiinntticnesstccossrnssscsssssssscssnnases 131
6.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS ........ccocooviiiiiiiiiiiiiiiiiei i, 133
6.2. RESULTADOS ... e 135
6.2.1. Aspectos morfologicos del desarrollo....................cooiiinn. 135
6.2.2. Pardmetros absolutos...........ccoviiiiiiiiii 139
6.2.3. Pardmetros relativos.......c.oviuiiiiiii i 149
6.3. DISCUSION......cooiiiiiiiiiiii i 155
6.3.1. Pardmetros absolutos...........cooviiiiii i 155
6.3.2. Pardmetros relativos. .......c.ovveiiii i, 161

6.4. CONCLUSIONES. ... e, 165



VI Indice
7. DISCUSION GENERAL.....cutueeetieeeeeeneneeesnsnsensemessssens 167
8. BIBLIOGRAFTA ...cuvninieeeiiiieeeeeeneneeeessrensnssesseenseases 177




PRIMER CAPITULO

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS GENERALES







Introduccidn vy objetivos generales 3

1.1. Introduccion general

El ser humano estd modificando a velocidad creciente la distribucion espacial y
el funcionamiento de los ecosistemas. Dicha modificacion tiene lugar a escala local,
regional y global de forma que hoy en dia la gran mayoria de los ecosistemas terrestres
presentan un cierto grado de degradacion o alteracion atribuible a las actividades
humanas (Vitousek et al., 1997). Ademas, estas actividades estdn cambiando las
propiedades fisicas de la atmosfera y el clima, dando lugar a un cambio climatico
general. Al mismo tiempo, hay evidencias irrefutables de que los ecosistemas estan
respondiendo a todos estos cambios (Hulme et al., 1999; Hughes, 2000). Aunque
muchas de estas evidencias se apoyan en respuestas de especies particularmente
sensibles, hay cada vez mas resultados que muestran efectos a nivel de todo el
ecosistema. Si bien dichos efectos no son apreciables facilmente, tienen en general un
plazo temporal de varias décadas y se ven con frecuencia influidos por las condiciones
locales (Vitousek et al., 1997; Parmesan y Yohe, 2003).

Segun las ultimas predicciones, parece que la concentracion de CO, atmosférica
llegaré a ser cercana a 700 pumol mol™ a finales de este siglo (Fangmeier et al., 2000).
Ademas del incremento del CO, se predice que otras consecuencias del cambio
climatico podrian ser temperaturas mas elevadas, mayor sequia y estrés por exceso de
luz. Dichos cambios en la concentracion de CO, y en la disponibilidad hidrica afectan a
muy diversos procesos fisiologicos en las plantas (Tezara et al., 2002), como pondremos

de manifiesto en esta Tesis.

1.1.1. Efecto de la sequia

La sequia es, sin duda, la condicion ambiental transitoria y extrema a que mas
frecuentemente se ven sometidas las plantas. Sin embargo, las plantas han desarrollado
multiples mecanismos de defensa contra la desecacion (Barcelo et al., 1992). La
disponibilidad hidrica es un factor critico para evaluar los efectos del cambio climatico
sobre la mayoria de los ecosistemas terrestres. En los lugares con déficit hidrico, que
representan gran parte de los ecosistemas de la Peninsula Ibérica, se pueden esperar
cambios que van desde la reduccion de la densidad de especies arboreas hasta

alteraciones de la distribucion de especies en general (Sabaté et al., 2002). Ademas
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también habria que tener en cuenta la respuesta fotosintética positiva al aumento de CO,
atmosférico, que puede aliviar parcialmente el efecto negativo del aumento de sequia.

Las sequias pueden ser moderadas o extremas, cronicas o agudas, recurrentes o
esporadicas, y las respuestas de una misma especie pueden variar dependiendo de
dichas caracteristicas, asi como del momento y la rapidez con que se establecen. Las
predicciones sobre el cambio climatico apuntan hacia un aumento de la duracion e
intensidad de las sequias durante el s. XXI, asociadas con un régimen mas irregular de
las precipitaciones y con temperaturas mas extremas y en general mas calidas (IPCC,
2001). La heterogeneidad espacial de estas variables, especialmente de las relacionadas
con el régimen de lluvias, es elevada, por lo que actualmente resulta dificil hacer
predicciones para areas concretas. No hay duda de que este cambio climatico dara lugar
a extinciones locales y cambios en la dominancia de las especies de muchos ecosistemas
terrestres. La sequia limita el crecimiento y la supervivencia vegetal, actuando de filtro
selectivo de especies segun su tolerancia al estrés hidrico. Ademas afecta negativamente
a la reproduccion y altera los ritmos de produccion de hojas, tallos, flores y frutos. La
repeticion cada vez mas frecuente de los episodios de sequia puede acelerar también los
cambios fenoldgicos a nivel de comunidad (Valladares et al., 2004).

Las condiciones de incremento de temperatura asociadas al cambio climdtico
aumentaran el riesgo de sequias (Houghton et al., 2001) siendo probablemente el area
mediterranea la zona con mayor impacto (Chaves y Pereira, 1992; Chaves et al., 2003)
donde el agua es ya un factor limitante para el crecimiento de las plantas. El aumento de
las sequias ejerce una gran influencia en la dindmica de nutrientes ya que el
calentamiento aumenta la mineralizacion, y la sequia impide el uso de nutrientes por
parte de las plantas y facilita las pérdidas del sistema cuando llegan las lluvias. Se trata
pues de una situacion en la que los factores implicados en el cambio climatico (aumento
de CO,, sequia, incremento de la temperatura,...) ejercen efectos diferentes, incluso
antagonicos, sobre el ciclo de la materia y el funcionamiento de nuestros ecosistemas

(Emmett et al., 2004).
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1.1.2. Efecto de la elevada [CO,] y su interaccion con otros estreses

como la sequia

La concentracion de CO, en la atmosfera se ha visto incrementada en los dos
ultimos siglos desde 280ppm hasta el valor actual de aproximadamente 400ppm, y se
prevé que alcance mas del doble de la concentracion preindustrial en este siglo XXI
(Houghton et al., 1990). Se espera que el aumento de la concentracion de CO, tenga un
impacto considerable en las plantas y la vegetacion en general a través de cambios en la
fotosintesis y otros procesos fisiologicos (Drake et al., 1997). No es nada nuevo que la
concentracion de CO; en la atmosfera presente variaciones. El aire atrapado en el hielo
de los polos muestra que el CO, descendid a concentraciones de 180-200ppm durante
las glaciaciones del Pleistoceno, ascendiendo hasta aproximadamente 280ppm durante
los periodos interglaciares (Barnola et al., 1987). Durante periodos geologicos mas
recientes, como en el Carbonifero Temprano, la concentracion de CO, fue mucho
mayor, de aproximadamente 1500ppm (Berner, 1998), pero hacia mediados del
carbonifero habia disminuido hasta 350ppm —comparable a los actuales valores. Lo
novedoso es que el aumento actual de CO, es provocado por la actividad humana a
través de la quema de combustibles fosiles y la deforestacion, lo que provoca un cambio
mas rapido que los acontecidos en el pasado geoldgico reciente (Tuba et al., 1999).

La exposicion prolongada de las plantas a una atmosfera enriquecida en CO,
produce una amplia variedad de respuestas tanto a nivel fisiologico como en el
crecimiento de las mismas. En general, una [CO;] elevada aumenta la biomasa, el
crecimiento de las raices y el area total de las hojas, y altera las tasas de fotosintesis
neta, la conductancia estomatica y la eficiencia en el uso del agua. No obstante, la
magnitud de tales respuestas depende de la disponibilidad de otros recursos que pueden
ser limitantes (Campbell et al., 1997). La disponibilidad de nitrogeno del suelo, la
temperatura o la luz pueden afectar a dichas respuestas. Sin embargo, el factor mas
limitante para la productividad de los ecosistemas terrestres es el agua (Schulze et al.,
1987). De ese modo, la interaccion entre la elevada [CO,] y el agua del suelo es de
capital relevancia para la comprension de la respuesta de las plantas frente al cambio
ambiental (Wullschleger et al., 2002).

A nivel global, no hay duda de que el aumento de CO, estimulara la produccion

primaria neta, pero no hay consenso en la magnitud de ese efecto, ni en lo que puede
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pasar a largo plazo y menos atn en las complejas condiciones reales de los ecosistemas
(Korner, 1995; Korner, 2000). Por ejemplo, las respuestas observadas podrian
amortiguarse con el tiempo y, de hecho, en algunas especies se ha constatado
aclimatacion de la fotosintesis tras seis afios de crecimiento a alto CO; (Pefiuelas et al.,
1997). Por otro lado, el incremento en las concentraciones de CO, puede incrementar la
sintesis de metabolitos secundarios en las plantas, lo cual podria dar proteccion contra
plagas y patogenos, pero el aumento de la relacion C/N podria estimular el consumo de
la planta por herbivoros y empeorar la calidad de la materia organica del suelo (Sebastia
et al., 2003). En resumen, las tendencias esperables en las tasas fotosintéticas con un
aumento de CO; se confirman en revisiones recientes, pero no asi las tendencias sobre
productividad primaria, la cual varia con la especie (Poorter y Navas, 2003) e
interacciona de forma compleja con otros recursos como el agua y el nitrégeno (Nowak
et al., 2004).

La cebada siempre ha sido uno de los cereales mas cultivados del mundo y se ha
documentado que su productividad podria aumentar hasta un 0,35% por ppm de CO,
incrementado en la atmosfera (Manderscheid y Weigel, 1995). Su cultivo es
generalizado en la peninsula ibérica (Lopes et al., 2004) donde es frecuente el estrés
hidrico y parece ser, de entre los cereales de clima templado, el mejor adaptado a la
restriccion hidrica (Sanchez-Diaz et al., 2002). Son numerosos los estudios realizados
sobre cebada y elevado CO, (Kleemola et al., 1994; Hibberd et al., 1996; Sicher y
Bunce, 1997; Bunce, 2000; Sicher, 2001; Kurasova et al., 2003a, b) pero menos
numerosos los realizados en conjuncidon con la sequia. Tan sélo ha sido analizada la
interaccion de la humedad atmosférica con el elevado CO, en plantas de cebada por
Bunce (2000), considerando, por otro lado, que un aumento del CO, atmosférico puede
mitigar los efectos negativos de otros estreses ambientales (Kriedemann et al., 1976;

Rogers et al., 1984; Hsiao, 1993; Baker et al., 1997).

1.2. Interésy objetivos generales

Dadas las significativas interacciones que se producen entre el elevado CO; y la
sequia, y las implicaciones que tales interacciones pueden tener tanto a nivel de
produccion agricola como a nivel de los ecosistemas, sigue siendo de gran interés

profundizar en este campo de investigacion. Debido a las complejas interacciones que
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se producen entre estos dos factores y a la variacion interespecifica observada, es
preciso continuar la investigacion abordandola desde multiples enfoques. Ademas, los
intentos para disminuir un estrés, o para mejorar la resistencia o la adaptacion de las
plantas a dicho estrés, tendran mayor alcance si se entiende el trasfondo fisiologico y
bioquimico en el que se basan las respuestas de las plantas. Con dicho conocimiento
seria posible desarrollar estrategias de manejo razonables para disminuir las pérdidas
debidas a las distintas clases de estrés (Benavides, 2002).

En nuestro laboratorio se ha venido utilizando el cultivar de cebada “Iranis” en
estudios combinados de salinidad y CO,, asi como de elevado CO; y limitaciéon de
nitrégeno. No obstante, hasta el presente estudio, no habia datos sobre su grado de
tolerancia a la sequia en condiciones futuras de [CO,] doble a la actual. Por tanto, se ha
realizado un andlisis paralelo de la sequia y el elevado CO; en Iranis asi como su
posible respuesta fisiologica a la recuperacion hidrica tras la sequia.

Por ello, el objetivo general del presente estudio fue analizar el efecto
combinado del enriquecimiento de CO, y el estrés hidrico durante la imposicion
progresiva de sequia, cuantificando las respuestas fisiologicas del cultivar Iranis tanto
desde el punto de vista de las relaciones hidricas como del intercambio gaseoso, asi
como la fotoquimica de la fotosintesis, la asimilacién de nutrientes como el N y su
respuesta al crecimiento, analizando, ademas, la capacidad de las plantas para
recuperarse del estrés hidrico, tanto bajo las condiciones de la atmdsfera actual (350
pMmol CO; mol), como con la perspectiva de mayores niveles de CO;, (700 pmol CO,
mol™). De esta forma, también podemos desglosar el objetivo general en los siguientes
objetivos parciales:

* Determinar el balance hidrico en el suelo y la planta en condiciones de sequia
bajo [CO;] ambiental, asi como comprobar si existe ajuste osmético como factor
de aclimatacion en respuesta al estrés hidrico.

e Averiguar si la elevada [CO;] modifica dicho balance hidrico y analizar si el
elevado CO, desempena un papel modificador en la aclimatacion a la sequia.

* Conocer los efectos de la sequia en el metabolismo fotosintético bajo ambas
[CO,], ambiental y elevada. Ademas, ver si existe aclimatacion de la asimilacion
en condiciones de elevado CO; y determinar si la mejor conservacion del agua

en las plantas que crecen a elevado CO; se debe a un ajuste estomatico.
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Analizar el efecto combinado de la sequia y el elevado CO, sobre el
funcionamiento del aparato fotosintético mediante el analisis de la fluorescencia
de la clorofila a, y determinar si el elevado CO, mejora la utilizacion de la
energia luminica capturada, de modo que el riesgo de fotoinhibicion en
condiciones de estrés hidrico disminuye.

Estudiar cémo afecta la sequia a los procesos de reduccion de N y de
incorporacion de amonio analizando si el CO, modifica, potencia o amortigua el
efecto de la sequia en el metabolismo del N y en la concentracion de proteinas
totales.

Analizar si el aumento de CO, modifica la produccion de biomasa de las plantas
y estudiar si dicho enriquecimiento en CO; mitiga o potencia el efecto de la
sequia; asi como dilucidar qué parametros de crecimiento relativo son los
responsables de dichos cambios en la produccion de biomasa.

Analizar la capacidad de las plantas para recuperarse del estrés hidrico, tanto

bajo condiciones de [CO;] ambiental como de elevada [CO,].
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2.1. Material vegetal

La cebada (Hordeum vulgare L. cv. Iranis) pertenece a la familia Graminaeae, dentro
del orden Glumiflorae, subclase Monocotyledoneae, clase Angiospermae. Esta especie
presenta metabolismo C;, con hojas estrechas de color verde claro, generalmente glabras,
raramente pubescentes y anfiestomaticas (Fig. 2.1). Es una variedad de talla media y
excelente rendimiento que destaca por su regularidad y rusticidad. Presenta un alto indice de
ahijamiento y buen comportamiento fitosanitario asi como un ciclo medio-precoz por lo que
se recomiendan siembras de diciembre a enero segun zonas. Los cultivares invernales, como
es Iranis, muestran hojas rizadas y mas angostas. El tallo es erecto, grueso, formado por seis u
ocho entrenudos mas anchos en la parte central que en los extremos junto a los nudos. El
sistema radicular es fasciculado, fibroso y alcanza poca profundidad en comparacion con la de
otros cereales. Se estima que un 60% del peso de las raices se encuentra en los primeros 25
cm del suelo. Para la conservacion de los caracteres de una variedad determinada, las flores se
mantienen cerradas hasta después de haberse realizado la fecundacion.

Su cultivo se conoce desde tiempos remotos y se supone que procede de dos centros de
origen, situados en el sudeste de Asia y en Africa septentrional. Se cree que fue una de las
primeras plantas domesticadas al comienzo de la agricultura. Las cebadas cultivadas se
distinguen por el nimero de espiguillas que queda en cada diente del raquis. En la cebada de
dos carreras, como es el caso de la variedad Iranis, solamente queda la espiguilla intermedia
mientras afloran las laterales.

Esta graminea es anual y estd adaptada a un amplio rango de condiciones ambientales
en las zonas templadas y frias. Las exigencias en cuanto al clima son muy pocas, por lo que su
cultivo se encuentra muy extendido, aunque crece mejor en los climas frescos y
moderadamente secos. La cebada requiere menos aporte calorico para alcanzar la madurez
fisiologica y por ello llega hasta elevadas latitudes y altitudes.

La cebada ocupa el cuarto lugar en importancia econdmica entre los cereales, después
del trigo, maiz y arroz. La razén de su importancia se debe a su amplia adaptacion ecologica y
a la diversidad de aplicaciones. Los principales paises productores a nivel mundial son
Alemania, Canadé, Francia y Ucrania.

Esta especie requiere tierras fértiles para su cultivo, pero presenta una buena
produccion en suelos poco profundos y pedregosos cuando no falta el agua al comienzo de su

desarrollo. Ademas, la cebada tolera bien el exceso de sales en el suelo, siendo el cereal de
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mayor tolerancia a la salinidad; asi, puede soportar niveles de hasta 8 dSm™ en el extracto de

saturacion del suelo, sin que vea afectado el rendimiento.

e ——— Y
= = Espiguilla central
- (grano inciuido en
ia glumilla dorsal)
Gluma
Espiguilla lateral
- 6 hileras
Tallo primario

Espiguillas \ d
del nudo siguiente | ¢
Espiguillas estériles

Raquis

Corona

i W
‘ S Ralces 0
v \ Nudo

Fig. 2.1. (A) Detalles en planta entera y (B) detalles de la espiga de cebada: espiga de una cebada de dos filas
(esquema inferior) espiga de una cebada de seis filas vistas desde arriba (esquema superior). El trazo discontinuo
representa las florecillas que estan adheridas al nudo siguiente (www.cervezadeargentina.com.ar/articulos/maltas.htm)

La cebada se emplea en la alimentaciéon aunque también tiene importantes
aplicaciones en la industria. En su composicién cabe destacar la gran cantidad de hidratos de

carbono, sobre todo en el grano, asi como de proteinas (Lopez Bellido, 1991).

2.2. Disefio experimental

En este trabajo se utilizaron semillas de cebada certificadas, variedad Iranis,

suministradas por Semillas Batlle (Barcelona).
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2.2.1. Condiciones de crecimiento

Se sembraron de 8 a 10 semillas de cebada por tiesto (2,5 1 de capacidad) en una
mezcla de perlita/vermiculita 3/1 (v/v) y se regaban con agua desionizada hasta que
germinaban. Una vez emergidas, se dejaban 7 plantulas de cebada por tiesto (11,2 g/m?) y se
comenzaba el riego con solucioén nutritiva Hoagland (Arnon y Hoagland, 1940) modificada
hasta contener 20 mM de nitrogeno en forma de nitratos (Gonzalez-Moro et al., 2003). Se
alternaban dos riegos con solucion Hoagland y un riego con agua desionizada para evitar la
acumulacion de sales.

Los tiestos se mantuvieron desde el momento de la siembra en cdmara de crecimiento
Conviron E15 (Conviron, Manitoba, Canadd) en condiciones controladas bajo una radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) de 400 pmol fotones m™ s proporcionada por una
combinacion de bulbos incandescentes y ldmparas fluorescentes (warm-white Sylvania
F48T12 SHO/VHO, Sylvania, USA) con un fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de oscuridad.
La temperatura fue 24/20 °C, dia/noche, y la humedad relativa (HR) 60/80%, dia/noche. Las
camaras se mantuvieron a 350 pmol CO, mol™ ([CO,] ambiental) 6 700 pmol CO, mol™

([CO,] elevada) desde el momento de la siembra.

2.2.2. Imposicion de la sequia y recuperacion del estrés hidrico

El disefio experimental se resume graficamente en la Fig. 2.2. Asi, transcurridos 18
dias desde la siembra (dia 0 del estudio: D0O) comenzo el experimento de sequia y posterior
recuperacion hidrica. Se analizaron diversos parametros fisioldgicos a los 9 dias (D9), 13 dias
(D13) y 16 dias (D16) del inicio del experimento.

La sequia (S) se impuso suspendiendo el riego. Paralelamente se mantuvieron plantas
bien regadas como control. Con la intencion de estudiar la capacidad de recuperacion tras el
periodo de sequia, a los tratamientos S9 y S13 se les restablecid el riego, R1 y R2,

respectivamente.
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SiembraH.vulgare
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l » Fin del expernento
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— a. Plantas en sequia

Tratamiento de seqt

Fig. 2.2. Esquema del disefio experimental.

2.2.3. Toma de muestras y congelacion del material vegetal

Para realizar todos los ensayos de relaciones hidricas, crecimiento, intercambio
gaseoso, pigmentos fotosintéticos y fluorescencia se utilizaba material fresco. Para la
determinacion del resto de parametros se empleaba material vegetal congelado.

Para cada tratamiento, se muestreaba siempre la misma hoja, siendo ésta la siguiente
mas joven a la utilizada para los experimentos de relaciones hidricas, intercambio gaseoso y
fluorescencia, es decir se muestreaba la segunda hoja verdadera. Tras 3 horas desde el
amanecer, una vez adaptadas las plantas a la luz dentro de la cdmara de crecimiento, se
procedia a escindir de forma rapida la hoja. Se desechaba la parte apical y basal de la hoja. El
resto se troceaba, se pesaba y se congelaba en nitrogeno liquido almaceniandose en el

congelador a —80 °C hasta su utilizacion.

2.3. Relaciones hidricas

2.3.1. Contenido hidrico relativo del suelo, CHRS

La determinacion del contenido hidrico relativo del suelo se realizaba tomando una
muestra del substrato donde crecian las plantas, siempre del mismo volumen, una vez

extraidas las plantas del tiesto. La formula utilizada fue:

CHRS (%) = 100 [(PFs - PSs)/(PFis - PFs)]
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donde PFs es el peso fresco de la muestra de suelo, PSs es el peso seco del suelo
correspondiente y PFis es el peso fresco del suelo del control al inicio del experimento
(Epron, 1997). El PSs se obtenia tras secar la muestra en la estufa durante un minimo de 72

horas a 105 °C. Se asumia que el contenido de agua a capacidad de campo era 100%.

2.3.2. Contenido hidrico relativo foliar, CHR

El contenido hidrico relativo foliar se determinaba mediante método gravimétrico

segin Bennett et al. (1987) utilizando la ecuacion:

CHR (%) = 100 [(PF-PS)/(PT-PS)]

donde PF, PS y PT son peso fresco, seco y turgente de la hoja, respectivamente. Para obtener
el PT, una vez obtenido el PF, se mantenia la hoja escindida en un tubo de vidrio con agua
desionizada durante 24 horas a 5 °C. El PS se obtenia tras secar la muestra en la estufa hasta
alcanzar un peso constante. Esto requeria mantener la muestra en la estufa durante un minimo

de 48 horas a 80 °C.

2.3.3. Potencial hidrico foliar, Ww,4, Ywpg

Las medidas se realizaban en el apice de la misma hoja, la primera hoja verdadera,
para hacer un seguimiento temporal a lo largo del estudio.

La medicion del potencial hidrico foliar se realizaba mediante el método propuesto por
Scholander et al. (1965) utilizando una cdmara de presion Scholander mod. 3005 (Soil
Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, USA). Para ello se hacia un corte limpio en
oblicuo en el apice de la hoja con un bisturi y se recubria con papel de filtro con el fin de
protegerla. Inmediatamente, se introducia la hoja en la tapa de la camara de presion, se
cerraba herméticamente y se aplicaba presion mediante una bala de nitrogeno hasta el
momento en que la presion aplicada sobre los tejidos llegaba a compensar la presion
xilematica (Boyer, 1995). A partir de este instante se podia ver como afloraba el liquido
xilematico en forma de gota por la superficie de corte.

Esta medida se llevaba a cabo al amanecer después del periodo nocturno en que la
planta se recupera debido a la menor demanda transpiratoria (Wwpq), y en el momento en el

que la planta soportaba una mayor demanda de agua (Wwpq).
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2.3.4. Potencial osmatico, Wo, potencial osmotico a maxima turgencia, Yo'
y ajuste osmotico, AO

Para calcular el potencial osmoético foliar, o de solutos, se congelaban en tubos
eppendorf de 0,5 ml de capacidad pequefias cantidades (aproximadamente 2,5 cm?) de la
misma hoja utilizada para medir el potencial hidrico. Estos tubos, con una incisién en su base
y sin tapa, se hallaban dentro de otro tubo eppendorf de 1,5 ml con una incisién en la tapa.
Tras 5 minutos como minimo de congelacion, se centrifugaban durante 5 minutos a 13.200
rpm, pasando el jugo celular al tubo de 1,5 ml y quedando en el tubo de 0,5 ml la porcién
solida celular que se desechaba. Se tomaban 25 Ul de muestra del jugo celular de cada tubo de
1,5 ml y tras mantenerlo a 25 °C durante 10 minutos se media la concentracion de osmolitos
en un osmometro Osmomat 030 (Gonotec GMBH, Berlin, Alemania). A partir del dato
proporcionado por el osmdémetro se calculaba el potencial osmoético segin Wyn Jones y

Gorham (1983) mediante la formula:
Yo (MPa)=M T 0,0832

donde M es la concentracion de osmolitos que nos da el osmoémetro (osmol Kg) y T la
temperatura absoluta (°K) de la muestra. El valor fijo, 0,0832, se corresponde a la constante
universal de los gases (Kg MPa mol™ °K’™").

Al igual que el Ww, la determinacion del Wo se llevo a cabo tanto al amanecer (Wo,q)
como al mediodia (Wop,q).

El ajuste osmotico (AO) se calculdé como la diferencia entre el potencial osmotico de
plantas control y de plantas sometidas a sequia.

100

El potencial osmético a maxima turgencia (Wo ) se calculd segun Ludlow et al.

(1983), por medio de la féormula:
Wo '°(MPa) = Wo (CHR - 10)/90

donde CHR es ¢l contenido hidrico relativo foliar (%).
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2.3.5. Potencial de presion, Wp

El valor del potencial de presion se calculaba a partir de los potenciales hidrico y

osmotico, de manera que:

Wp (MPa) = Ww - Wo

2.3.6. Transpiracion en planta entera, T

El célculo de la transpiracion en planta entera se realizaba pesando cada tiesto a diario
a la misma hora, antes y después de regar (De Luis et al., 1999). Asi, se obtenia el agua
perdida en 24 horas resultado de la transpiracion foliar y de la evaporacion edéfica. Para
conocer el agua evaporada se ponian tiestos sin planta que recibian cada dia el mismo
tratamiento de riego y pesaje. Para determinar el agua transpirada por la planta se restaba el

valor de agua evaporada al dato obtenido del tiesto con planta.
2.3.7. Conductancia hidraulica, CH

La conductancia hidraulica se calculaba segin Johnson et al. (2002). Se estimaba
dividiendo la tasa de transpiracion (7)), expresada por el area foliar de cada planta, entre la
diferencia obtenida de la resta del potencial hidrico medido en el amanecer (‘Ww,q) menos el

potencial hidrico medido al mediodia (Ww,4), de manera que:
CH (g H,0 ecm™dia” MPa™) = g HyO ecm™dia™/(Ww,q - YWina)

2.3.8. Eficiencia en el uso del agua, ITE y EUA

La eficiencia instantdnea en el uso del agua (/ITE) se calculaba segiin Maroco et al.

(1999). Para ello se utilizo la formula:

ITE (instantanea) = A/E (umol CO, fijado mmol” H,O transpirado)
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La eficiencia en el uso del agua por planta entera (EUA) se calculd como la relacion
entre la materia seca producida y el agua transpirada necesaria para producir dicha materia, de

modo que las unidades son g PS kg H,O planta.

2.3.9. Conductividad electrolitica

Para calcular la integridad de las membranas y su posible alteracion durante el estudio
se realizaron medidas de la pérdida electrolitica a través de las membranas celulares
utilizando para ello el método propuesto por McKay (1992) con modificaciones segin Mena-
Petite et al. (2001). Se pesaban 0,1 g de hojas y se introducian en viales de plastico (lavados
abundantemente con agua desionizada) conteniendo 16 ml de agua desionizada de
conductividad conocida (C,). Los recipientes se cerraban, se agitaban y se colocaban a
temperatura ambiente durante 24 horas procurando que el material vegetal permaneciera
siempre en contacto con el agua. Al cabo de ese tiempo se volvian a agitar y se procedia a
medir de nuevo la conductividad de la muestra (C,4). A continuacidon, las muestras se
autoclavaban durante 10 minutos a 110 °C, para romper las membranas celulares y conseguir
la salida de todos los electrolitos al medio. Los viales se dejaban enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente, determinidndose entonces la conductividad total del agua para cada
muestra (Cr).

Para valorar el porcentaje de conductividad electrolitica se realiz6 el siguiente calculo:

Conductividad electrolitica (%) = 100 [(C24-Co)/(Cr-Co)]

2.4. Asimilacion de CO,

Para las medidas de intercambio gaseoso y los parametros relacionados se utilizaba un
analizador de gases programable portatil, LI 6400-092B (Li-Cor, Inc. Nebraska). Todas las
medidas se realizaron en la primera hoja verdadera a partir de la 3* hora de luz desde el inicio
del fotoperiodo.

Las condiciones de medida eran de 400 pmol m™ s™ de intensidad de luz, 24 °C, 60%
HR, 350 6 700 pmol CO, mol™ de CO, de referencia, segun el tratamiento, y una tasa de flujo
de aire de 250 pmol s”. Una vez colocada la hoja en la camara de la pinza se media su

anchura para calcular el area que ocupaba mediante la formula del area del rectdngulo. Se
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introducia el dato del area en el analizador LI 6400-092B y, una vez cerrada la pinza, se

dejaba un tiempo de estabilizacion antes de grabar el dato en el medidor.

2.4.1. Asimilacion neta de CO,

A partir de estas medidas se calculaban los datos referentes a la asimilacion neta de
CO,, A (umol CO, m? s™); la transpiraciéon instantanea, £ (mmol H,O m? s™); la
conductancia estomética, gs (mol H,O m™s™) y la concentracion interna de CO,, Ci (Hmol

-1 .. ..
CO, mol ™) en condiciones de crecimiento.

2.4.2. Aclimatacion

La fotosintesis neta en condiciones de elevado CO, depende del efecto directo del CO,
y del efecto de la aclimatacion. Para estudiar si en condiciones de elevado CO; se producia un
proceso de aclimatacion se midid la 4 bajo condiciones de elevado CO; en plantas crecidas a
CO, ambiente (a,E). Conociendo tanto la 4 de las plantas medidas y crecidas a CO, ambiente
(a,A), asi como de las crecidas y medidas a elevado CO; (e,E), se aplicaron los calculos

propuestos por Bunce (2001), donde:

Efecto de la aclimataciéon = (e,E)/(a,E)
Efecto directo = (a,E)/(a,A)

Efecto neto (efecto de la aclimatacion x efecto directo) = (e,E)/(a,A)

2.4.3. Rendimiento y requerimiento cuanticos

A partir de los parametros obtenidos en la asimilacion de CO, se calcularon los

siguientes parametros:
El rendimiento cuéntico se calculaba a partir de la 4 y de la intensidad luminosa (/) a
la que se realizaba la medida de fotosintesis:

@ (umol CO, umol fotones™ )= 4/1

El requerimiento cuantico se calculaba como el inverso del rendimiento cuantico:
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RO (pmol fotones pmol™ CO,) = 1/¢

2.4.4. Curvas de respuesta a la [CO,], A/Ci

Para realizar las curvas de respuesta a la [CO,] se utilizaba la opcion
AUTOPROGRAM proporcionada por el software del equipo LI 6400-092B. La intensidad de
luz era 1200 pmol fotones m™~s™, la temperatura de la pinza 24 °C y el flujo de aire 500 pmol
s, Las concentraciones de CO, de referencia eran 2000, 1600, 1300, 1000, 850, 700, 550,
350, 250, 150, 100, 80 y 60 pmol CO, mol™! aire. Tras medir a cada concentraciéon de CO,
durante 120 segundos se grababan automaticamente los datos.

A partir de los datos recopilados se calculaban los siguientes parametros

fotosintéticos:

Tasa méaxima de carboxilacién (Vemax, pmol CO, m™ s™)

Tasa méxima de transporte electronico (Jmax, pmol e’ m?2s™h)

Tasa de asimilacion maxima (4Amax Ci pmol CO, m? s'l)

Respiracion mitocondrial a la luz por unidad de area foliar (R/, pmol CO, m™ s'l)
Utilizacion de las triosas fosfato (TPU, pmol m? s'l)

Punto de compensacion de CO; ( [ coz, kmol CO, mol™)

Estos pardmetros eran obtenidos utilizando el modelo mecanistico de asimilacion de
CO; incluido en el programa Photosyn Assistant disefiado por Parson y Ogstone (1997), que
siguieron los modelos propuestos por von Caemmerer y Farquhar (1981), Farquhar et al.
(1980), Harley y Sharkey (1991), Harley et al. (1992) y Sharkey (1985).

También se determinaban la eficiencia de carboxilaciéon (CE, mol CO, m? s™), que es
la pendiente inicial de la curva, y las limitaciones estomatica Ls (%) y mesofilica Lm (%).
Estas ultimas se calculaban segun Farquhar y Sharkey (1982), y Jacob y Lawlor (1991).

Asi, la limitacion estomatica, que representa la limitacion impuesta por los estomas al

paso del CO; al interior de la hoja, se calculaba como:

Ls (%) = [(4,-4)/4,]) 100
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siendo 4, la asimilacion cuando Ci=Ca, donde Ci es la [CO;,] interna y Ca es la [CO,] a la que
crecen las plantas. A es la tasa de asimilacion que realmente ocurre a la Ci correspondiente a
la Ca ambiental.

La limitacion mesofilica, que se corresponde con la limitaciéon del mesoéfilo a la
difusion del CO, desde la cavidad subestomatica al lugar de carboxilacion del la Rubisco, se

calculaba asi:
Lm (%) = [(Aoc=Aos)/Aoe)] 100

donde A4,. es la asimilacion cuando Ci=Ca de las plantas Control y 4, es la asimilacion

cuando Ci=Ca del tratamiento de sequia.

2.4.5. Curvas de respuesta a la luz, A/PPFD

Para determinar las curvas de respuesta a la luz se utiliz6 la opcion AUTOPROGRAM
del software del equipo LI 6400-092B. La [CO,] de referencia fue 350 6 700 pumol CO, mol’,
la temperatura de la pinza 24 °C y el flujo de aire 500 pmol s™'. Las intensidades de luz fueron
25, 50, 75, 100, 125, 250, 400, 500, 750, 900, 1000, 1200 y 1400 pmol fotones m™ s™'. Tras
medir a cada intensidad de luz durante 200 segundos se grababan, automaticamente, los datos.

A partir de los datos recopilados se calculaban los siguientes parametros

fotosintéticos:

Tasa de respiracion a la oscuridad (Rd, pmol CO, m™ s™)
Eficiencia cuéntica aparente (®CO,, umol CO, pmol fotones™)
Asimilacién maxima (Amax,luz, pmol CO, m?2s™)

Punto de compensacion de la luz (I}, imol fotones m> s'l)

Punto de saturacion de la luz (PSL, pmol fotones m™~ s™)

Estos indices fueron obtenidos utilizando el modelo de respuesta a la luz incluido en el
programa Photosyn Assistant confeccionado por Parson y Ogstone (1997), que siguieron los
modelos propuestos por von Caemmerer y Farquhar (1981), Farquhar et al. (1980), Harley y
Sharkey (1991), Harley et al. (1992) y Sharkey (1985).
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2.5. Fluorescencia

La cinética de la fluorescencia de la clorofila a se determiné utilizando un fluorimetro
OS5-FL (Opti-Sciences, Inc., Tyngsboro, USA), como describié6 Gonzélez-Moro et al. (2003).

Esta medida se realizaba en la primera hoja verdadera antes del inicio del fotoperiodo.
Asi, las plantas se mantenian en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente para
permitir una completa reoxidacion de los centros de reaccion del PSII; esto relaja los
coeficientes de disipacion (quenching) energia-dependientes (Werner et al., 1999). La luz
modulada se correspondia con una longitud de onda de 660 nm con una intensidad de 0,25
pmol fotones m? s y una frecuencia de 500 Hz, para determinar la sefial de fluorescencia
basal (Fo). Después se aplicaba un pulso de luz saturante de 7800 pmol fotones m™ s durante
0,8 segundos para medir la fluorescencia méxima (Fm) y calcular la eficiencia fotoquimica

maxima del PSII (Fv/Fm):

Fv/Fm = (Fm - Fo) / Fm

La luz actinica era proporcionada por una lampara de luz roja de 400 pmol fotones m™
s'. Se emitieron pulsos saturantes cada 15 segundos para producir el cierre de los centros
fotoquimicos de reaccion del PSII durante la iluminacion con la luz actinica hasta conseguir el
estado basal de la fluorescencia variable (Fs). La fluorescencia maxima de la planta adaptada
a la luz (F’m) se obtenia tras iluminar con pulsos de luz blanca saturante. Posteriormente, para
obtener la fluorescencia minima en plantas previamente iluminadas (F’0), se apagaba la
fuente de luz actinica para producir la maxima oxidacion de los aceptores de electrones del
PSII y se aplicaba iluminacién con luz del rojo lejano (735 nm) de intensidad 5,88 mW s’
durante 10 segundos. Esta luz excitaba selectivamente al PSI mejorando la tasa de
reoxidacion de los aceptores del PSIIL.

La eficiencia de los centros de reaccion abiertos se calculd a partir de la relacion entre

la fluorescencia variable y la fluorescencia maxima de hojas iluminadas:

Fv/F'm=(Fm-Fo)/Fm

calculada a partir de F’v=F'm-F’o y F’m, segiin Genty et al. (1989).

El quenching fotoquimico (gP) se calculd a partir de:
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qP = (F°’m-Fs)/(F’'m-F’0)

El quenching no fotoquimico (g/NP) se calculd a partir de:

gNP = (Fm- F’m)/(Fm-F’0)

El rendimiento cuantico de la fotosintesis (PPSII) se calcul6 a partir de:

®PSII = (F’m-Fs)/F’'m= gP (F v/F 'm)

La tasa aparente de transporte de electrones (E7R) se calculé como:

ETR (pmol ¢ m™ s™)= ®PSII PPFD x 0,84 x 0,5

donde PPDF era el flujo fotonico fotosintético incidente en la hoja (400 pmol fotones m™ s'l)
y 0,84 el coeficiente de absorcion de las hojas, asumiéndose que 0,5 es la fraccion de energia
de excitacion distribuida para el PSII.

Todos estos parametros eran proporcionados por el fluorimetro que los calculaba
midiendo en modo KINETICS, en base a Genty et al. (1989), Schreiber y Neubauer (1987), y
Schreiber y Rientis (1987).

El quenching no fotoquimico a la luz (NPQ) es un valor alternativo al gNP y
proporciona una estimacion del quenching sin necesidad de conocer Fo. Dicho pardmetro se

calculaba segtin Schreiber et al. (1986) como:

NPQ = (Fm-F’'m)/F’m

Una vez conocidos el ETR proporcionado por el fluorimetro, asi como la respiracion a
la luz (R/) obtenida de las curvas A/Ci y la asimilacion neta obtenida en condiciones de
crecimiento (Pn), se calculo el transporte de electrones total y su distribucion. Del flujo total
de electrones, Jt (=ETR), se estima que una parte es destinada a carboxilacion, Jc, y otra a
oxigenacion, Jo. Por tanto, se aplicaron las siguientes ecuaciones propuestas por Epron et al.

(1995), donde:

Jt (umol ¢ m™ s") = ®PSII PPFD x 0,84 x 0,5 = Jc + Jo
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Je (umol ¢ m™? s™") = 1/3 [Jt + 8 (Pn + RI)]
Jo (umol ¢ m™? sy =2/3 [Jt — 4 (Pn + RI)]

2.6. Metabolismo del nitrégeno

2.6.1. Actividad Nitrato Reductasa, NR

La actividad Nitrato Reductasa (EC, 1.6.6.1, NR) se determinaba en el extracto
congelado de hoja mediante ensayo in vitro, que permite conocer la capacidad total de la

planta para la reduccion de nitrato cuando ni éste ni el donador de electrones son limitantes

(Hageman y Reed, 1980; Lacuesta et al., 1990).

2.6.1.1. Extraccion

Para realizar el extracto enzimatico se homogeneizaba 0,1 g de material vegetal
congelado en 1 ml de tampdn de extraccion. El medio tamponado para la extraccion de la NR
contenia: HEPES-KOH 100 mM pH 7,6; MgCl, 20 mM; FAD 10 pM; Leupeptina 1 pUM;
Pefablock 1 mM; PMSF 0,2 mM; DTT 5 mM; PVPP 2% y Caseina 0,05% (Abd-El Baki et
al., 2000). Una vez preparado el tampoén de extraccion se mantenia en bafio de hielo.

El proceso de homogeneizacion se realizaba continuamente en frio, manteniendo los
morteros de porcelana con nitrégeno liquido. Tras una centrifugacion a 4 °C y 16.000 g en

una microcentrifuga, se recogia el sobrenadante.

2.6.1.2. Determinacion de la actividad

La actividad NR se determinaba segiin el método descrito por Abd-El Baki et al.
(2000) con NADH como donador de electrones. El tampdn de reaccion (250 pl) consistia en:
HEPES-KOH 50 mM pH 7,6; FAD 10 pM; DTT 1 mM; KNO; 5 mM; NADH 0,2 mM;
MgCl; 20 mM y Na,. EDTA 20 mM.

La NR es un enzima regulado por fosforilaciéon. Cuando se fosforila se liga a una
proteina inhibitoria (14-3-3) en presencia de magnesio (Mg>"). La medida de la actividad NR
en presencia de Mg representa la actividad real del enzima en contraposicion a la actividad
maxima potencial, que se obtiene al medir en presencia de EDTA. Por tanto, en el ensayo de

este enzima se realizaban dos microensayos, utilizando dos medios de reaccion diferentes,
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uno con MgCl, y sin EDTA, y otro con EDTA y sin MgCl,. En ambos, la reaccién
comenzaba afiadiendo 50 ul de extracto enzimatico dejandose incubar durante 5, 10, 15 6 20
min a 30°C. Se observo que la actividad era constante a lo largo de este periodo, estiméndose,
por tanto, que un periodo de 5 min era suficiente para su cuantificacion. Tras este periodo de
tiempo se procedia a parar la reaccion con 32 pl de acetato de zinc 0,5 M. En los tubos
blancos, uno para cada muestra, se anadia el acetato de zinc antes que el extracto enzimatico.
Este proceso generalmente provoca la desnaturalizacion protéica del extracto vegetal. A
continuacion se centrifugaba de nuevo durante 5 minutos a 4 °C y 16.000 g. Un vez recogidos
200 pl del nuevo sobrenadante se afiadian 2l PMS 0,5 mM, se agitaba y se dejaba 20
minutos en oscuridad, con el objetivo de oxidar el resto de NADH no oxidado por el enzima.
Seguidamente, se procedia a la determinacion del nitrito obtenido, mediante la reaccion de
diazotizacion de Gress-Yllosway. Asi, a los microtubos, con los 202 pl que habian estado en
oscuridad, se les afiadia 160 pl de sulfanilamida al 1% en HCI 3N, para acidificar el medio y,
posteriormente, 160 pl de NNED 0,02% que proporcionaba un color rosado tras reaccionar
con el nitrito en medio acido. Tras 5 min, estas disoluciones resultantes se determinaron
espectrofotométricamente a 546 nm en un lector de microplacas Power-Wave 340, BIO-TEK
Instruments, Inc.

La recta de calibrado se construia con KNO,, deshidratado durante 2h a 85 °C, en un
rango de concentraciones de 0 a 50 UM, obteniéndose la siguiente ecuacion de la recta:

nmol KNO,/300 pl extracto = Absss6/0,0947, = 0,9994

El estado de activacion se calculd dividiendo la actividad determinada en presencia de
Mg2+ entre la actividad en ausencia de Mg2+, y expresado en porcentaje (%), segun Agiiera et

al. (2006).

2.6.2. Actividad Glutamina Sintetasa, GS

La actividad Glutamina Sintetasa (EC, 6.3.1.2, GS) se determinaba mediante una
modificacion del ensayo in vitro segin Yamaya y Oaks (1988). El extracto enzimatico se
obtuvo homogeneizando en frio 0,1 g de material foliar, previamente congelado, en 1 ml de
tampon de extraccion: HEPES-KOH 50 mM pH 7,8; 2-Mercaptoetanol 10 mM; MgCl, 5 mM;
DTT 5 mM; glicerol 20% y PVPP 0,6% (p/v). Posteriormente se centrifugaba el extracto
durante 30 minutos a 4 °C y 13.200 rpm.
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La actividad GS se determinaba espectrofotométricamente a 540 nm, en un lector de
microplacas, por apariciéon en el medio de y-GHM. La determinacion se realizd segun
Lacuesta et al. (1989) con algunas modificaciones. La concentracion de los reactivos en el
medio de reaccion fue: HEPES-KOH 150 mM pH 7,8; hidroxilamina 10 mM; NaOH 10 mM;
ATP 15 mM; MgCl, 10 mM; Na,-EDTA 2 mM y glutamato 150 mM, en un volumen final de
105 pl. Es importante la neutralizacion de la hidroxilamina con el NaOH antes de la adicion
del resto de los componentes. La mezcla de ensayo se preincubaba durante 10 minutos a 35
°C, inicidndose la reaccidon con la adicion de 45 pl de extracto enzimadtico. La reaccion tenia
lugar durante 30 minutos, al cabo de los cuales se afiadian 150 pl de mezcla parado que
contenia FeCl; 3,3% (p/v); TCA 8% (p/v) y HCI 2N. A los blancos se les afiadia medio de
reaccion sin ATP. Al afadirse la mezcla de parado se precipitaba parte de la proteina, por lo
que fue necesaria una segunda centrifugacion durante 5 minutos a 30.000 g en una centrifuga
KUBOTA 8100 con adaptadores para microplacas.

Para la valoracion del resultado espectrofotométrico se realizaba una recta patrén con
una solucion de y-GHM 4 mM en tampon HEPES-KOH 100 mM. Se prepard una bateria de

diluciones de 0 a 1000 uM. La ecuacién de la recta obtenida era:

mM y-GHM = Absss / 5,0584, 1°=0,9979

2.6.3. Actividad Glutamato Deshidrogenasa, GDH

La obtencion del extracto enzimatico se realizaba como en el apartado 2.3.6.2. La
actividad de NAD(H)-GDH (EC, 1.4.1.2. GDH) se determinaba esencialmente segin el
método descrito por Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1984) en ambas direcciones,

aminante y desaminante.

2.6.3.1. Actividad GDH aminante: GDH-NADH

Para el ensayo en sentido aminante el extracto vegetal (20 pl) se hacia reaccionar con
280 ul de medio de ensayo: TRIS-HCI 100 mM pH 8; CaCl, 1 mM; (NH4)SO4 50 mM; a-
cetoglutarato 13 mM y NADH 0,25 mM. Se preparaba un medio de reaccion para los blancos

sin NADH, y se incubaban todos ellos a 35 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se afiadia el
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extracto al medio de reaccion. Se determinaba la desaparicion de NADH midiendo la
absorbancia a 340 nm cada 10 segundos durante 10 minutos.

La recta de calibrado se realizé a concentraciones de NADH entre 0-50 nmol, de
manera que la ecuacion de célculo era:

nmol NADH en el extracto = Absz4/0,0169, = 0,9999

2.6.3.2. Actividad GDH desaminante;: GDH-NAD™"

La actividad GDH en sentido desaminante tiene lugar cuando la planta estd sometida a
estrés. Dicho estrés provoca dafios que modifican el pH celular basificaindolo. La reaccion se
llevaba a cabo a pH 9 afiadiendo 20 pl de extracto vegetal a 280 pl de medio de reaccion que
contenia: TRIS-HCI 100 mM; CaCl, 1 mM; NaGlu 35 mM y NAD 0,25 mM. El medio de
reaccion para los blancos no contenia NaGlu. Se determin6 la misma cinética que en sentido
aminante, pero en este caso detectando la aparicion de NADH.

La recta de calibrado se realiz6 a concentraciones de NADH entre 0-50 nmol, de
manera que la ecuacion de célculo era:

nmol NADH en el extracto = Absz40/0,0169, = 0,9999

2.7. Cuantificacion de proteina soluble

La cuantificacion de las proteinas solubles se llevaba a cabo siguiendo el método
propuesto por Bradford (1976). El extracto utilizado era el correspondiente al de cada
determinacion enzimatica. Se afiadian 20 pl de extracto vegetal a 580 pl de solucion Bradford
diluida: 1,4 ml de Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent concentrate (BIO-RAD Laboratories
GMBH, Munich, Alemania) diluidos en 4,6 ml de agua desionizada. Se dejaba reaccionar
durante 10 minutos en oscuridad y se procedia a medir espectrofotométricamente la
absorbancia a 595 nm. El blanco se obtenia afadiendo el medio de extraccion correspondiente
en lugar de extracto enzimatico.

La recta de calibrado se realizaba utilizando seroalbumina bovina (Sigma) como
patréon, en un intervalo de concentraciones de calibrado de 0-350 pg/ml de extracto,

obteniéndose la siguiente recta de calibrado:

Proteina soluble (Hg/ml extracto)=(Absses — 0,0122)/0,0011, r*=0,9961
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2.8. Extraccion y determinacion de pigmentos fotosintéticos

Para la determinacion del contenido en clorofila a, clorofila b y carotenoides
(carotenos y xantofilas) se extrajeron los pigmentos en DMSO segun una modificacion del
método propuesto por Barnes et al. (1992). Se colocaban dos discos foliares de 5 mm de
didmetro en un microtubo con 2 ml de DMSO y permanecian 2 horas en la estufa a 80 °C.
Transcurrido ese tiempo, se sacaban de la estufa y, una vez que el extracto alcanzaba la T*
ambiente, se media la absorbancia en un espectrofotdmetro a 4 longitudes de onda diferentes:
665 y 649 nm, picos maximos de absorbancia de las clorofila a y clorofila b, respectivamente
(region roja del espectro visible), 480 nm, pico maximo de absorbancia para los carotenoides
(region azul del espectro visible) y 750 nm para asegurar que la turbidez del extracto fuera
inapreciable (region del rojo lejano en el espectro visible). En el caso de obtenerse valores de
absorbancia a 750 nm mayores de 0,005, el dato obtenido debia ser restado al dato de las
demas absorbancias (480, 649 y 665) de la misma muestra (Lacuesta, 1992). La concentracién

de los pigmentos se calculaba mediante las siguientes formulas:

Clorofila a (g ml™): 12,47 Absess — 3,62 Abseao
Clorofila b (g ml™): 25,06 Abseso — 6,50 Absees
Carotenos + Xantofilas (Ug ml™") =[1000 Abssso — 1,29 Chl a — 53,78 Chl b]/220

2.9. Parametros de crecimiento

2.9.1. Parametros absolutos

Se analizaron diversos parametros relacionados con el crecimiento de las plantas. Asi,
se determinaron el numero de hojas, el peso fresco (PF) y peso seco (PS) tanto foliares como
de la raiz, el area foliar (medidor de area Portable Area Meter LI-COR Model LI-3000A) y el

volumen de la raiz.

2.9.2. Parametros relativos

A partir de los pesos secos y las areas obtenidas se calcularon los siguientes
parametros relativos de crecimiento segun Poorter (1989), Pérez de Juan (1996) y Usuda

(2004), donde W, y W, son el peso seco total de la planta, L; y L, el area total de las hojas, y
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LW; y LW, el peso seco total de las hojas en los tiempos t; (inicial) y t, (final),

respectivamente.
= Tasa de crecimiento relativo (RGR)

Se define como la tasa de incremento de masa instantanea en relacion a la

cantidad de masa de planta preexistente. Se calculé mediante:
RGR (gPS g' PSdia)=(In W-In W)/ (t2 - t))
= Tasa de asimilacion neta (NAR)

La tasa de crecimiento relativo, RGR, viene determinada por la tasa de
asimilacion neta (NAR) y la relacion area foliar frente al peso seco de la planta (LAR).
NAR es una medida de la eficiencia de los 6rganos asimilatorios en producir nueva
materia y suele venir delimitada por los componentes funcionales de la planta. Se

calcul6 mediante:
NAR (g PS m™ dia™) = (W,-W)(InL,-InL; )/(t>-t; )(Lo-L)
= Relacion de area foliar (LAR)

Normalmente, se descompone en dos términos: la relacion de peso foliar
(LWR) que es la relacion de peso foliar frente a la biomasa total y el area foliar
especifica (SLA) que es la relacion entre el area y la biomasa seca foliar. El producto
de LWR y SLA nos da el referido LAR.

El LAR es la relacion entre el area foliar y el peso seco total de la planta y refleja el
tamano de la superficie fotosintética en relacion a la biomasa respiratoria total. Suele

venir limitada por el componente morfologico de las hojas. Se calcula:

LAR (m? kg PS) = (L,-L;)(In W - In W,)/(InL,-InL;)(W, - W)

LWR es la fraccion de la masa total invertida en hojas
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LWR (g PS g PS) = (LW, - LW,)(In W5 - In W)/(InLW> - InLW}(W, - W)

SLA es la relacion entre el area foliar y el peso foliar

SLA (m? g PS) = (L,-L,)(InLW, - InLW, /(InLy-InL,)(LW> - LW))

2.10. Tratamiento estadistico

Los andlisis estadisticos se efectuaron utilizando el paquete informatico SPSS version
16.0 (Chicago. IL). Los datos se sometieron a un analisis de la varianza (ANOVA) de tres
vias para determinar los principales efectos del tiempo, concentracion de CO; y estrés hidrico
en todas las variables dependientes. Las interacciones entre las principales variables
independientes también fueron analizadas. A la hora de tratar y comparar los tratamientos fue
aplicado el test de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas para un valor de P <

0,05.
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3.1. Introduccion y objetivos

Los efectos secundarios que el aumento de CO, atmosférico puede ocasionar en el
crecimiento y la fisiologia de las plantas no han sido totalmente elucidados. Debemos estudiar
como estas respuestas son modificadas por factores como la sequia, la limitacion de nitrogeno
y otros estreses ambientales. Los conocimientos actuales sobre la interaccion entre el aumento
de CO; y el estrés hidrico son insuficientes para predecir el impacto del cambio climatico en
el crecimiento de las plantas y su produccion (Luo y Mooney, 1999). Ademas, los
mecanismos de esta interaccion no estan completamente aclarados. Es un hecho conocido que
el aumento de biomasa (Rogers et al., 1984; Curtis y Wang, 1998) y las modificaciones de la
fotosintesis y de las relaciones hidricas (Gunderson y Wullschleger, 1994; Saxe et al., 1998)
causadas por el elevado CO, son dependientes de la disponibilidad de otros recursos
limitantes (Long, 1991; Chaves y Pereira, 1992; Field et al., 1992; Stitt y Krapp, 1999). De
entre tales recursos, el agua se considera como el principal factor limitante para el crecimiento
y la productividad (Schulze et al., 1987). Por tanto, la interaccion entre el elevado CO; y el
agua del suelo es un aspecto importante en la fisiologia de la planta (Wullschleger et al.,
2002) bajo las condiciones climaticas futuras.

El aumento de CO, podria causar un calentamiento global asi como cambios en los
patrones de precipitacion (Kimball et al., 2001). Asi, las lluvias aparecerian mas
frecuentemente de manera intensa y erratica, pudiendo también afectar a regiones no sujetas
habitualmente a precipitaciones como resultado de la concentracion de los gases de efecto
invernadero (Allen, 1994; Dirmeyer y Shukla, 1996; Centrito et al., 1999). En algunas
regiones, tales como las latitudes del Mediterraneo, se espera, por contra, que aparezcan
sequias mas frecuentes y severas.

De aqui que parezca pertinente la cuestion planteada por Seneweera: ;hasta qué punto
el aumento de CO; podria afectar a la productividad en condiciones de sequia? (Seneweera et
al., 2001). Algunos estudios han mostrado que las plantas en condiciones de elevado CO; se
secan mdas lentamente a medida que el agua escasea, hecho que coincide con una menor
conductancia estomatica y una menor tasa de transpiracion (Bunce, 1998).

Se ha sugerido que el elevado CO, podria aumentar la tolerancia a la sequia
disminuyendo el potencial osmotico y por tanto manteniendo un Ww mas alto (Tyree y
Alexander, 1993). El potencial osmotico descenderia mas rapidamente a elevada [CO;] que a

[CO;] ambiental y, consecuentemente, la presion de turgencia se mantendria, permitiendo que
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el crecimiento continuase a medida que el déficit hidrico aumentara (Sionit et al., 1980).
Ademés, las plantas creciendo en condiciones de elevado CO; pueden necesitar menos agua,
utilizandola mas eficientemente y siendo por tanto capaces de tolerar la sequia mejor en
algunas situaciones (Vu et al., 1998). Por otro lado, la deshidratacion del suelo en el entorno
del sistema radical podria aparecer en una menor tasa que en las plantas que crecen a CO,
ambiental (Polley et al., 1994; Grossman-Clarke et al., 2001).

Al ser la sequia uno de los principales factores limitantes para el crecimiento y la
productividad de los cultivos (Araus et al., 2002; Chaves, 2002), su efecto en el caso de los
cereales hace que se ponga en peligro la supervivencia de la planta si la restriccion de agua
aparece durante el periodo de crecimiento vegetativo (Volaire, 2003). Sin embargo, las
plantas son capaces de adaptarse a la deficiencia hidrica acortando su ciclo de crecimiento o
bien desarrollando la capacidad de evitar la sequia aumentando el crecimiento radical, lo que
aumentaria la toma de agua por las raices (Molnar et al., 2004).

La cebada es uno de los cereales mas cultivados en la regiéon del Mediterraneo y
aunque la sequia reduce su productividad (Lopes et al., 2004) es, de entre los principales
cereales cultivados en clima templado, uno de los mejores adaptados a la restriccion hidrica
(Sanchez-Diaz et al., 2002). No obstante, son pocos los estudios que han senalado los efectos
concurrentes del elevado CO; y la sequia en las relaciones hidricas de cebada (Benavides,
2002).

En base a este marco teorico y partiendo de la hipdtesis de que el elevado CO,
modifica la respuesta de las relaciones hidricas, se plantean los siguientes objetivos:

* Determinar el balance hidrico en el suelo y la planta en condiciones de sequia o riego
bajo [CO;] ambiental y elevada.

* Comprobar si existe ajuste osmodtico como factor de aclimatacion en respuesta al
estrés hidrico y averiguar si el alto CO, desempefia un papel modificador de dicha
aclimatacion.

* Analizar la capacidad de las plantas para recuperarse del estrés, tanto bajo condiciones

de [CO;] ambiental como de elevada [CO;].

Para alcanzar estos objetivos se llevaron a cabo las siguientes determinaciones. En
primer lugar, se evalud el contenido hidrico relativo del suelo y de la planta. En segundo
lugar, se analizaron los potenciales hidrico, osmético y de pared, asi como el potencial
osmoético a maxima turgencia y el posible ajuste osmético. Por ultimo, se calculd la

transpiracion por planta entera, la conductancia hidraulica y la conductividad electrolitica.
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3.2. Resultados

3.2.1. Contenido hidrico relativo de suelo, CHRS y foliar, CHR

Durante el periodo de 16 dias de sequia, el CHRS se redujo en un 88% en las plantas
cultivadas a [CO;] ambiental y un 75% en las de elevada [CO;], por tanto, la tasa de uso de
agua fue diferente (P < 0,01) entre los tratamientos de CO; (Fig. 3.1). El CHRS disminuy6
mas lentamente en las plantas de elevada [CO3], de forma que, después de 9 dias de sequia, el
contenido hidrico del suelo se redujo un 69% a [COz] ambiental, mientras que a elevada

[CO2] se alcanzod una reduccion similar después de 13 dias sin riego.
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Fig. 3.1. Cambios a lo largo del tiempo del CHRS de plantas de cebada en sequia en condiciones de CO,
ambiental (simbolos naranjas) o elevado (simbolos grises). DO representa plantas bien regadas (circulos), y D9,
D13 y D16 representan las sequias (cuadrados) durante 9, 13 y 16 dias, respectivamente. Los valores son la
media £ ES de al menos tres experimentos, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo periodo de

medida, las diferencias significativas vienen representadas por diferentes letras (P < 0,05).

El CHR de la hoja (Fig. 3.2) se vio influenciado significativamente por la [CO;] y por
la disponibilidad hidrica. Asi, el CHR de las plantas regadas, tanto a [CO,] ambiental como a

elevada [CO;], permanecié constante con valores relativamente altos (97% a [CO;] ambiental
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y 95% a elevada [CO,]) durante todo el periodo experimental (Fig. 3.2). Por otro lado, las
plantas sujetas a sequia progresiva presentaron un comportamiento diferente dependiendo de
la [CO,]. En las plantas de [CO,] ambiental el CHR disminuy6 un 6%, 21% y 40% después
de 9, 13 y 16 dias de sequia, respectivamente. En plantas crecidas a elevada [CO,] el CHR
permanecid practicamente constante (reduccion de 4% a 6%) incluso tras 13 dias en sequia,
disminuyendo un 16% tras 16 dias de sequia (Fig. 3.2A). De esta forma, se observo que el
CHR a elevado CO; nunca fue menor del 80%. Esto es, las plantas sometidas a sequia
mantuvieron mayor CHR a elevado CO; en comparacion con las plantas de [CO,] ambiental

(P <0,001).
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Fig. 3.2. A) Interaccion a lo largo del tiempo de la disponibilidad hidrica y la concentraciéon de CO, en el CHR
de la hoja. B) Recuperacion hidrica durante 7 (R1) y 3 dias (R2) de las plantas sometidas a sequia durante 9 y 13
dias, respectivamente. Barras naranjas oscuro representan plantas a [CO,] ambiental y riego, barras en negro
representan elevada [CO,] y riego; barras en naranja claro, [CO,] ambiental y sequia, y barras grises, elevada
[CO,] y sequia. El * indica diferencias significativas a P < 0,05 entre los tratamientos de CO, Condiciones de

crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 3.1.

Tras el riego y en los dos tratamientos de CO,, el CHR alcanzo valores practicamente

similares a los del control tras 3-7 dias del restablecimiento del aporte de agua (Fig. 3.2B).
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Relacionando el CHRS con el CHR (Fig. 3.3) se observan niveles de contenido hidrico
foliar similares a niveles hidricos de suelo similares bajo ambas concentraciones de CO,. Esto
aparece al coincidir el CHR de plantas del dia 13 en elevado CO, con el CHR de plantas del
dia 9 bajo CO; ambiental. Cuando en el suelo hay un contenido hidrico del 31%, las plantas
de elevado CO; que llevan 13 dias en sequia muestran un CHR cercano al 91%, en cambio,
este CHR es similar al de plantas de CO, ambiental que llevan 9 dias en sequia, cuatro dias en

sequia menos que las de elevado CO,.
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Fig. 3.3. Relacion entre el CHRS y el CHR de plantas crecidas a CO, ambiental (naranja) o elevado (negro). Los
circulos representan plantas en riego al inicio del estudio y los cuadrados representan plantas en sequia

progresiva durante 9, 13 6 16 dias.

3.2.2. Potencial hidrico, Ww, osmotico, Wo y de pared, Wp

Las plantas en régimen de riego mostraron valores de Ww ligeramente mas negativos
al mediodia, Wwpg (Fig. 3.4C) que al amanecer, Wwyq (Fig. 3.4A). Esto es, se observaron
valores de Wwyq de -0,16MPa y de Wwy,q de -0,23MPa a CO, ambiental y, por otro lado, -
0,25MPa de Wwyq y -0,34MPa de Wwg a CO; elevado, de media y a lo largo de todo el

estudio.

En condiciones de sequia el Ww,q se fue haciendo mas negativo alcanzadndose valores

que declinan hasta -1,28MPa y -0,92MPa, a CO, ambiental y CO, elevado. El Wwy,4, cuando
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las plantas fueron sometidas a sequia, cayo hasta -1,64MPa y -1,29MPa a [CO;] ambiental y

elevada, respectivamente.
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Fig. 3.4. Interaccion a lo largo del tiempo de la disponibilidad hidrica y la concentracion de CO, en el potencial
hidrico al amanecer, Wwpq (A) y al mediodia, WYWq (C). Recuperacion hidrica del Wwpq (B) y del Wwing (D)

de las plantas sometidas a sequia. Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 3.2.
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Al comparar la diferencia de Wwy,g entre el comienzo y el final del periodo de sequia,
éste descendi6 un 26% mas a [CO,] ambiental que a elevada [CO,]. Si comparamos el tiempo
de exposicion al tratamiento de plantas con similar Wwpg (aprox. -1,35MPa) a [CO;]
ambiental y elevada [CO,] observamos que las plantas de [CO,] ambiental alcanzan dicho
potencial 3-4 dias antes que las plantas de elevada [CO;]. Por lo tanto, en plantas de elevada
[CO,] aparecid un retraso de 3-4 dias con respecto a las de [CO;] ambiental. Tras restablecer
el riego el Ww alcanz6 valores cercanos al control tras 3-7 dias de recuperacion (Fig. 3.4B y
3.4D).

En las plantas regadas, el Wo (Fig. 3.5) permaneci6 entre —1,24MPa (amanecer, Wo,q)
y —1,31MPa (mediodia, Wonq) a [CO,] ambiental, y entre —1,32MPa (Wo,q) y —1,42MPa
(Wong) a elevada [CO;] a lo largo del experimento. Sin embargo, el Wo de las plantas de
sequia se vio significativamente influenciado por el CO, (P < 0,01). Asi, los potenciales
osmoticos al amanecer y al mediodia disminuyeron como resultado del estrés hidrico. En
plantas de [CO,] ambiental el Wo,q disminuyé hasta —2,25MPa (Fig. 3.5A) tras 16 dias de
ausencia de riego, descenso que se mostrdé mas acentuado al mediodia, —3,00MPa (Fig. 3.5B).
Para el mismo periodo de sequia a elevada [CO;] se observaron valores menos negativos en
ambos potenciales osmoticos: —1,67MPa para el Wopq (Fig. 3.5A) y —1,71MPa para el Wouq
(Fig. 3.5B).

El Wo se recuperd hasta valores cercanos a los de las plantas control una vez
restablecido el riego, indicando la reversibilidad de los efectos ocasionados por el periodo de

ausencia de riego (Fig. 3.5B y 3.5D).
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Fig. 3.5. Interaccion a lo largo del tiempo de la disponibilidad hidrica y la concentracion de CO, en el potencial
osmoético al amanecer, Wopq (A), y al mediodia, Y0mg (C). Recuperacion del Wopq (B), y del Womg (D) de las

plantas sometidas a sequia. Condiciones de crecimiento y andlisis estadistico como en Fig. 3.2.

Tanto el potencial de pared medido al amanecer, Wpyq (P < 0,05), como el medido al
mediodia, Wpng (P < 0,01) se vieron afectados significativamente por la [CO,] y también por

la sequia (P < 0,001). Los Wppa y Wpma disminuyeron por efecto de la sequia hasta el dia 13
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en ambas concentraciones de CO; (Tabla 3.1). Por el contrario, en el dia 16 se observd una
reversion en ambos potenciales debido al valor tan negativo del Wo a [CO;] ambiental. Por
otro lado, al analizar las diferencias debidas a la concentracion de CO,, a elevada [CO,] se
observé como el Wpp,g seguia disminuyendo incluso en los 16 dias de sequia, hasta un 60%.
Al analizar estadisticamente la posible interaccion entre el CO; y la sequia no se observaron

efectos significativos sobre el Wp.

Tabla 3.1. Potencial de pared al amanecer (Wp,y) y potencial de pared al mediodia (Wpmg).
Los valores son para plantas creciendo en riego (C), en sequia progresiva (S) durante 9, 13 6 16 dias y en
recuperacion, donde R1 es la recuperacion de la sequia de 9 dias (7 dias de riego) y R2 es la recuperacion de la
sequia de 13 dias (3 dias de riego). Cada valor es la media + ES de al menos tres experimentos independientes,
cada uno repetido tres veces. Dentro del mismo dia de medida, las letras indican diferencias significativas a P <

0,05.

Dias Riego 350 700
0 C 1,03 = 0,04 a 1,10 £ 0,04 a
1,04 + 0,03 a 1,08 + 0,04 a

0,75 + 0,05 b 0,68 + 0,04 b

1,11 £ 0,04 a 0,94 + 0,06 a

0,59 £ 0,09 b 0,46 + 0,07 b

NS00 1,04 + 0,04 a

0,97 + 0,14 a 0,75 + 0,13 a

1,06 £ 006a 098 + 0,04 a

0,85 + 0,08 a 0,95 £+ 0,05 a

Parametro ‘ CO, Tet! Sequia  CO, xTet! CO,x Sequia T.et'x Sequia CO; x T.et'x Sequia

Wp pa * * Hkx n.s. n.s. n.s. n.s.
WP ma *E n.s. oAk n.s. n.s. n.s. ok

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

Tras restablecer el riego los valores alcanzaron y/o sobrepasaron sus valores control

(Tabla 3.1).
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3.2.3. Potencial osmético a maxima turgencia, Wo'” y ajuste osmético, AO

Se puede apreciar un ajuste osmotico diurno, como se deduce de la tendencia negativa

en el Wo medido del amanecer al mediodia (Womg - Wopq) bajo ambas concentraciones de CO,

y régimen hidrico (Fig.3.5). Sin embargo, no se observa AO en las plantas a bajo o alto

CO; a lo largo del experimento, ya que no hubo diferencias significativas en el Wo '® (Tabla

3.2) entre las plantas regadas y las sometidas a estrés.

Tabla _3.2. Potencial osmoético (Wo'®) 'y ajuste osmotico (AO) a méaxima turgencia.
Plantas en condiciones de riego (Control) y estrés hidrico (Sequia) bajo diferentes concentraciones de CO,

atmosférico (350ppm = [CO,] ambiental; 700ppm = [CO,] elevada) a lo largo de los 16 dias de experimento.

Cada valor (MPa) es la media + ES de al menos tres experimentos independientes, cada uno repetido tres veces.

Control Sequia Control Sequia
-1,25 + 0,05 -1,25 + 0,05 -1,31 + 0,08 -1,31 £+ 0,08 --
-1,29 + 0,10 -1,37 + 0,04 -1,23 + 0,03 -1,22 + 0,05 -0,01
-1,35 + 0,05 -1,42 + 0,10 -1,50 £ 0,09 -1,41 + 0,06 -0,09
-1,43 + 0,06 -1,35 £ 0,08 -1,31 £ 0,06 -1,35 + 0,18 0,04

3.2.4. Transpiracion en planta entera, T

La transpiracion acumulada por planta (7) disminuy6 en las plantas crecidas a elevada
[CO,] y en riego en un 38% (P < 0,001; Fig. 3.6). El estrés hidrico redujo la 7" en un 75% en
plantas a [CO,] ambiental y en un 71% en plantas de elevada [CO;] (P < 0,001). Se observo

una recuperacion parcial de 7 tras el restablecimiento del riego (Fig. 3.6B).
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Fig. 3.6. Interaccion a lo largo del tiempo de la disponibilidad hidrica y la concentracion de CO, en la

transpiracion (7) por planta entera (A) y su recuperacion (B). Condiciones de crecimiento y analisis estadistico

como en Fig. 3.2.

3.2.5. Conductancia hidraulica, CH

La conductancia hidraulica fue significativamente (P < 0,001) mas baja (65%) a
elevada [CO,] que a [CO,] ambiental en condiciones optimas de riego (Tabla 3.3) al inicio del
estudio. Al analizar la CH durante todo el experimento, se observo que, a pesar de ser plantas
regadas, la CH iba disminuyendo con la edad. Este descenso fue del 61% en plantas de [CO,]
ambiental y del 55% en plantas de elevada [CO,].

Por otro lado, el efecto de la sequia fue también significativo (P < 0,001) puesto que
disminuyo en un 95% la conductancia hidraulica tras el periodo de sequia mas prolongado, en

ambos tratamientos de [CO;].
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Tabla 3.3. Interaccion entre la [CO,] atmosférica y la disponibilidad hidrica en la conductancia hidraulica (CH).
Los valores son para plantas creciendo en riego o en sequia progresiva durante 9, 13 6 16 dias. Las unidades para
CH son: gH,0 ecm? dia'MPa™. (350ppm = [CO,] ambiental; 700ppm = [CO,] elevada). Cada valor es la media +
ES de al menos tres experimentos independientes, cada uno repetido tres veces. Dentro del mismo tratamiento y

periodo de medida, las letras indican diferencias significativas a P < 0,05.

Control Sequia
Dias 350ppm 700ppm 350ppm 700ppm
427 + 0,36 a 1,53 + 0,11 b 427 + 036 a 1,53 + 0,11 b
9 2,92 £+ 0,47 a 0,72 = 032 a 0,28 £ 0,04 a 0,15 £ 0,00 a
13 2,30 £ 0,17 a 0,72 £ 0,05 b 0,146 + 0,04 a 0,069 £ 0,00 a
16 1,66 £ 0,19 a 0,68 £ 0,15 b 0,093 + 0,01 a 0,026 + 0,01 b

Parametro ‘ CO, Tet! Sequia  CO, xTet! CO,x Sequia T.et'x Sequia CO; x T.et'x Sequia
CH

skkok kkok koksk * Kok sk n.s. *

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

3.2.6. Conductividad electrolitica foliar

No se observaron cambios en la conductividad electrolitica (Tabla 3.4) en plantas
regadas por efecto de la [CO,]. Sin embargo, si se observdé que la sequia provocaba un
aumento (P < 0,001) de la conductividad electrolitica del 81% tras 16 dias de sequia a [CO;]
ambiental, y del 66% a elevada [CO;]. Esto indica que la sequia modifica el estado de las
membranas celulares, dependiendo de la duracion de restriccion hidrica a la que se sometan

las plantas y dependiendo, asi mismo, de la [CO;] de la atmosfera.
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Tabla 3.4. Interaccion entre la [CO,] atmosférica y la disponibilidad hidrica en la conductividad electrolitica
foliar (%). Los valores son para plantas creciendo en riego o en sequia progresiva durante 9, 13 6 16 dias. Cada
valor es la media + ES de al menos tres experimentos independientes, cada uno repetido tres veces. Dentro del

mismo tratamiento hidrico y dia de medida, las letras indican diferencias significativas a P < 0,05.

Control Sequia
Dias 350ppm 350ppm 700ppm
0 14,0 + 0.45a 14,0 + 0,45a 13,8 + 0,58a
9 156 £ 0,71a 17,6 + 1,34a 16,1 + 0,74a

13 15,1 + 0,95a 17,1 + 0,56a 19,9 + 1,26b
16 16,1 + 1,33a 29,2 +£ 2,41a 23,8 + 0,99

Parametro | CO, Tedt.! Sequia  CO, xTet! CO,x Sequia Tet.'x Sequia CO; x Tet.'x Sequia

Conductividad | n.s. Hokk Hokok * n.s. Hokok n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

3.3. Discusion

Como han indicado Samarakoon y Gifford (1995) el contenido hidrico del suelo puede
verse aumentado, disminuido o incluso no estar afectado, dependiendo de la relacion entre el
aumento del area foliar y el cierre estomatico en respuesta al elevado CO,. En este trabajo se
ha observado que durante el periodo de sequia, el elevado CO, retras6 en 3-4 dias el
agotamiento del contenido hidrico del suelo (P < 0,01).

Esta menor tasa de desecacion del suelo estaba en concordancia con menores tasas de
transpiracion en las plantas crecidas en elevado [CO-], atn cuando el area foliar era mayor
que en las plantas crecidas a [CO;] ambiental. Se ha observado un mantenimiento similar del
agua del suelo en otras especies como soja (Rogers et al., 1984), maiz (Samarakoon y Gifford,
1995) y arroz (Vu et al., 1998). Esta conservacion podria ser suficiente para prolongar el
periodo de fotosintesis y crecimiento cuando el agua llega a ser limitante, como ha sido
constatado por Owensby et al. (1997) y por Wullschleger y Norby (2001). Otros autores
muestran que la transpiraciéon no vari6 por efecto de la [CO,], pero si por el de la sequia,
como citaron Vivin y Guehl (1997) en Quercus robur.

La mayor tasa de transpiracion observada en plantas crecidas a [CO,] ambiental
comparada con la de elevado CO,, tanto en condiciones de riego como de sequia, dio lugar a
una disminuciéon mas rapida del contenido hidrico del suelo y, por lo tanto, a una mayor

disminucién del CHR foliar al final de cada uno de los periodos de sequia edafica. Este mayor
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uso del agua se asocié a una mayor gs. Sin embargo, las plantas de cebada podian mantener
un elevado CHR (76%) a pesar de que el Ww disminuyd notablemente (-1,35MPa) trece dias
después de suprimir el riego. Esta capacidad de la cebada para mantener el CHR elevado con
un decreciente Ww se ha asociado a la resistencia de esta especie frente a la sequia moderada
(Teulat et al., 1998). Carter et al. (1997) en Lotus corniculatus y Seneweera et al. (2001) en
Panicum coloratum también observaron, como en nuestro trabajo, un CHR mads alto en
plantas de sequia creciendo a elevada [CO;] que en [CO,] ambiental. Sin embargo, como
concluyeron Seneweera et al. (2001), apenas se observaron diferencias entre los tratamientos
de CO; cuando el CHR se expresaba en funcién del contenido hidrico del suelo. Asi, durante
un mismo periodo de sequia, el mejor mantenimiento del agua en el suelo causdé un mayor
contenido hidrico relativo foliar de plantas bajo elevado CO, comparado con plantas que
crecen a [CO;] ambiental.

Este mejor estado hidrico en las plantas bajo sequia y elevado CO, se vio acompafiado
por un Wwyy mas alto, momento en el que la fotosintesis y la apertura estomatica son
maximas. Bajo condiciones de riego, las plantas mantenidas a concentracion elevada de CO,
mostraron un Ww levemente mas bajo comparado con el de plantas a CO, ambiental. Al
contrario que en nuestros resultados, Vivin y Guehl (1997) observaron en Quercus robur que
las plantas bien regadas mantenian un mismo Ww al amanecer en ambas [CO;]. La respuesta
del Ww al CO; elevado en suelos bien regados es variable. Asi, se han descrito potenciales
mas altos (Tognetti et al., 2000), invariables (Tognetti et al., 1998; Ferris y Taylor, 1994,
1995) y mas bajos (Centrito et al., 1999; De Luis et al., 1999). La reduccion de gs, inducida
por el elevado CO,, podria ayudar a mantener un potencial hidrico mas elevado. Sin embargo,
la reduccion de la conductancia hidraulica observada en nuestro trabajo podria compensar el
efecto de los estomas y podria explicar, por lo menos parcialmente, el menor Ww observado
en plantas a elevado COs.

Por otro lado, la sequia provocaba diferentes efectos en las relaciones hidricas de las
plantas dependiendo de la [CO;] a la que crecian. Bajo elevada [CO,], el estrés hidrico
aparecid6 mas lentamente; esta diferencia fue debida, sobre todo, a una tasa mas lenta de
desecacion del suelo. Por tanto, el Ww de las plantas crecidas a elevado CO, y sometidas a 16
dias de sequia fue entre 0,30-0,40MPa menos negativo que las mismas pero crecidas a CO;
ambiental. Patrones similares se han descrito en plantas de soja (Rogers et al., 1984) y en tres
arbustos mediterraneos crecidos junto a una fuente natural de CO, (Tognetti et al., 2000). Asi,

se ha propuesto que el CO, elevado mejora, atenia o compensa el impacto negativo de la
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sequia en el crecimiento vegetal (Wullschleger et al., 2002) permitiendo a las plantas
permanecer durante un periodo mas largo turgentes y funcionales (Centritto et al., 1999).
Ademas, se ha sugerido que las mayores tasas de asimilacion de carbono observadas a
elevado CO, (Fig. 4.1) pueden aumentar la tolerancia a la sequia debido a que la mayor

disponibilidad del substrato puede disminuir el Wo'®

, permitiendo el ajuste osmotico
(Wullschleger et al., 2002) y, de este modo, posibilita el mantenimiento de un mayor ¥Yw
(Tyree y Alexander, 1993).

Sin embargo, aunque observamos una disminucion del Wo en las plantas sometidas a

sequia a lo largo del ensayo, cuando se analizo el Wo'®

, N0 se observd un ajuste osmotico
causado por el elevado CO,, ni en el tratamiento de riego ni en el de sequia. Asi, a primera
vista, la variacion del Wo podria deberse a la acumulacion de solutos o a una disminucién del
contenido hidrico celular por deshidratacion. Igualmente, el Wo foliar no se vio afectado por
el elevado CO, en plantas de arce, platano americano y liquidambar a pesar de un notable
aumento en la tasa de asimilacion de didxido de carbono (Tschaplinski et al., 1995). Nuestros
resultados, junto con los de Polley et al. (1999), Picon et al. (1996) y Tschaplinski et al.
(1995), sugieren que el efecto del elevado CO; en el ajuste osmotico de Iranis es minimo bajo
condiciones de sequia. Por lo tanto, el mantenimiento de un potencial hidrico menos negativo
en las plantas de elevado CO, seria una consecuencia del control estomatico. Esta hipotesis
parece tener mas fuerza que la debida al ajuste osmotico.

Tanto en plantas regadas como en sequia, el elevado CO, causo6 una reduccion del uso
total de agua (7). Este hallazgo esta en contraposicion con los resultados de otros autores que
indican no haber observado efectos del CO, en el uso del agua, ni en plantas regadas ni en
sometidas a sequia (Centrito et al., 1999; Picon et al., 1996), aunque hayan obtenido aumento
en la EUA, como ha sucedido en cebada (Capitulo 4). Estos autores atribuyen el mayor uso
del agua a una area foliar superior presentada por las plantas a elevada [CO;]. Samarakoon et
al. (1995) también mostraron que plantas de trigo creciendo en suelos hidratados y alta [CO;]
utilizaban menos agua. En suelos secos, estos autores observaron, como en nuestro estudio,
que las plantas de elevado CO, utilizaban menos agua a pesar de mantener una mayor area
foliar durante los primeros 30 dias de restriccion hidrica. En otros estudios también han
mostrado un uso del agua considerablemente menor a elevado CO, (Owensby et al., 1997;
Niklaus et al., 1998). Como consecuencia de este menor uso del agua a elevado CO, la

hidratacién del suelo se podria preservar durante un periodo de tiempo mas largo (Field et al.,
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1995), de este modo se pospondria la imposicion de la sequia (Wullschleger et al., 2002) y se
prolongaria el periodo de crecimiento de las plantas (Baker et al., 1997).

La conductancia hidraulica de la planta es consecuencia de la 7'y de la diferencia entre
los potenciales hidricos de la planta, y se ha utilizado para analizar los cambios en el continuo
suelo-planta-atmosfera. Nuestras plantas sujetas a sequia mostraron una reduccion evidente en
la conductancia hidraulica. También es conocido que el estrés hidrico reduce la conductancia
hidraulica en especies como el 4dlamo y el sauce (Johnson et al., 2002). Esta reduccion ha sido
atribuida al desarrollo de alteraciones en la anatomia o en la fisiologia de la raiz incluyendo la
embolia del xilema (Tyree et al., 1992), pérdida de raices, cambios anatomicos en la ruta
radial del agua, etc. (Trifilo et al., 2004). Por otro lado, la respuesta de la conductancia
hidraulica al elevado CO; es, al parecer, bastante variable (Wullschleger et al., 2002),
pudiéndose observar desde aumentos hasta disminuciones e incluso no detectarse ningin
cambio. En este estudio se muestra una disminucion de la conductancia hidraulica en plantas
crecidas a elevada concentracion de CO,, lo cual coincide con los resultados de Bunce (1996)
en alfalfa y soja, asi como con los resultados obtenidos por Pérez-Lopez et al. (2009) en
plantas de cebada de la misma variedad, Iranis. A este respecto, cuando el contenido hidrico
del suelo no era limitado, aun cuando disminuia la conductancia estomatica y la transpiracion,
nosotros no observamos ningiin aumento en el potencial hidrico. Por el contrario, el potencial
hidrico era mas bajo en condiciones de elevado CO,. Esta falta de aumento del potencial
hidrico en suelos bien hidratados, cuando aparece junto a una reduccion en la tasa de
transpiracion, implica una disminucion de la conductancia hidraulica (Bunce y Ziska, 1998).
Igualmente, en Zea mays y Amaranthus retroflexus se ha citado una reduccion en la
conductancia hidraulica (Bunce y Ziska, 1998). Bunce (1996) propuso la hipdtesis de que una
conductancia hidraulica mas baja en condiciones de elevado dioxido de carbono podia ser
debida a un ajuste homeostatico para ajustar la conductancia hidraulica con la tasa de

transpiracion, la cual se veia reducida a elevada [CO,].

3.4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el elevado CO, mejora el estado
hidrico del suelo y de la planta en condiciones de sequia. El efecto del elevado CO; sobre la
disponibilidad del agua del suelo y sobre las relaciones hidricas de la planta se pueden

resumir en lo siguiente:
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* El elevado CO; permite mantener un contenido hidrico del suelo mayor en
condiciones de restriccion hidrica. Esta mayor cantidad de agua edafica y la menor
transpiracion que presenta la parte aérea aparentemente mejoran el potencial hidrico
de la hoja, a pesar de que la conductancia hidraulica se vio reducida en las plantas
creciendo bajo elevada [CO;].

* La baja tasa transpiratoria coadyuvo a mantener un mayor contenido hidrico foliar ya
que también disminuyd considerablemente la transpiracién total por planta,
contribuyendo a una mayor eficiencia en el uso del agua, a pesar de que el WYw
disminuyd notablemente después de suprimir el riego. De este modo, durante un
mismo periodo de sequia, el mayor contenido hidrico relativo foliar de plantas bajo
elevado CO, comparado con plantas que crecen a [CO,] ambiental podria estar
causado por un mejor mantenimiento del agua en el suelo y por las menores pérdidas
transpiratorias, teniendo esta hipotesis mas fuerza que la debida al ajuste osmético.

* Las plantas mostraron recuperacion en los pardmetros hidricos analizados tras el riego
después de haber permanecido en sequia, lo que mostré que el dafio provocado por la
sequia era reversible.

* Asi, crecer las plantas bajo condiciones atmosféricas de elevado CO, mitigaria o

retrasaria los efectos negativos de la sequia en el estado hidrico de la cebada.
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(2007) y en Robredo et al., Biologia Plantarum 54: 285-292 (2010).
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4.1. Introduccion y objetivos

La fotosintesis es un proceso fundamental para la vida puesto que representa el
mecanismo mediante el cual se puede garantizar que la vida sobre la tierra no llegue a
su fin por falta de energia. En esencia consiste en la liberacion de oxigeno integrante de
la molécula de agua y el almacenamiento del poder reductor y energia resultantes en
numerosos compuestos carbonados que constituyen la materia viva. Se trata de captar la
energia luminosa y transformarla en energia quimica (Barcelo et al., 1992). Mediante la
fotosintesis, los organismos autotrofos, entre los que se incluyen 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 y Flexas, 2002).

El aumento en la concentracion atmosférica de CO, puede causar efectos
pronunciados en la fotosintesis y la produccion de biomasa seca en plantas (Morison,
1985; Drake et al., 1997; Ward y Strain; 1999; Loewe et al., 2000). Sin embargo,
generalmente la respuesta es alterada por los efectos de otros factores ambientales, tales
como nutrientes minerales, estrés hidrico y temperatura (Baker, 1996). En el caso de los
nutrientes, muchos estudios muestran que la limitacion de los mismos reduce las
respuestas de la fotosintesis y del crecimiento a elevado CO; (Saxe et al., 1998).

Desde la introduccion del modelo fotosintético propuesto por Farquhar et al.
(1980) las medidas de intercambio gaseoso y, concretamente, las respuestas de la
fotosintesis neta a la concentracion interna de CO, han sido ampliamente utilizadas para
modelizar la respuesta fotosintética en las plantas. El andlisis de las curvas A/Ci permite
la determinacion de las tasas de carboxilacion, regeneracion de la ribulosa bisfosfato o
la salida de las triosas fosfato del cloroplasto, asi como la cuantificacion de la capacidad
maxima de carboxilacion (Vemax), la méxima capacidad de la tasa de transporte de
electrones (Jmax) y la velocidad de la utilizacion de las triosas fosfato (TPU). Estos
analisis han sido probados de forma util para desarrollar modelos predictivos de
asimilacion de CO; en cultivos (Diaz-Espejo et al., 2006) y en vegetacion natural (Xu y
Baldocchi, 2003), para ayudar a predecir los efectos del cambio climatico en la
fotosintesis (Sabaté et al., 2002), como una base fisioldgica solida para extrapolar los
modelos de asimilacion de carbono de la hoja a planta entera y/o ecosistemas
(Woodward et al., 1995) y para evaluar la influencia de los estreses, tales como la

sequia (Wilson et al., 2000), la salinidad (Centritto et al., 2003), temperaturas extremas
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(Zhou et al., 2004), restricciones de luz (Schultz, 2003), deficiencia de nutrientes
(Warren, 2004) o estreses bidticos (Sampol et al., 2003) sobre la capacidad fotosintética.

La limitacion bioquimica a la tasa de fotosintesis puede dividirse en tres
apartados generales, 1) el suministro o utilizacién de CO,, 2) el suministro o utilizacion
de luz y 3) el suministro o utilizacion de fésforo inorganico. La primera limitacion se
puede determinar analizando como la tasa de asimilacion de CO; varia con la presion
parcial de CO, dentro de la hoja. La segunda limitacion puede ser estudiada mediante la
determinacion del requerimiento cudntico de la fotosintesis. La tercera limitacién es la
mas sencilla de analizar mediante la pérdida de sensibilidad fotosintética al CO,
(Sharkey, 1985).

Como se ha senalado anteriormente, el elevado CO, aumenta las tasas de
asimilacion fotosintética y la productividad (Wang et al., 2000), especialmente en las
plantas con metabolismo C3 (Drake et al., 1997). Este aumento de la tasa de fijacion de
CO; es particularmente notable cuando otros factores como el agua, nutrientes,
temperatura o luz no son limitantes (Lawlor y Michell, 1991). La fotosintesis en plantas
C3 responde a la elevada concentracion de CO, atmosférica porque la concentracién
actual no satura la Rubisco. Ademas, la fotorrespiracion es inhibida por mayores niveles
de CO, (Long y Drake, 1992; Drake et al., 1997). Sin embargo, como se ha dicho
anteriormente, estas respuestas se ven modificadas por otros factores ambientales de
forma que son necesarios mas estudios para explicar la relacion entre la estimulacion de
la fotosintesis y los pardmetros bioquimicos y fisioldgicos que controlan la asimilacion
neta de carbono, y la forma en que los estreses en general y, el estrés hidrico en
particular, pueden modular la dindmica de los procesos que constituyen la fotosintesis
como un todo. Es bien conocido que el déficit hidrico disminuye la capacidad
fotosintética mientras que el efecto puede ser retrasado o amortiguado por el elevado
CO; atmosférico, pero no hay acuerdo en la naturaleza de los mecanismos fisiologicos
(Habash et al., 1995; Lawlor, 2002; Tezara et al., 2002). Por eso, se ha sugerido que la
mayor parte de la reduccion en la tasa de fotosintesis, en respuesta al estrés hidrico, es
atribuida al cierre estomatico; sin embargo, el descenso del potencial hidrico también
afecta a la capacidad intrinseca fotosintética.

Algunos factores biodticos y abiodticos pueden inducir perturbaciones en el
metabolismo fotosintético de manera que se produzcan modificaciones significativas en
las caracteristicas cinéticas de emision de la fluorescencia en las plantas. La relacion

entre el PPSII y la asimilacién de CO; en las hojas permite utilizar la fluorescencia para
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detectar diferencias en la respuesta de las plantas a los cambios ambientales vy,
consecuentemente, analizar la tolerancia a los ambientes de estrés. Los cambios en el
PSII son determinados por la habilidad de transferir los electrones desde éste, y no
mediante el quenching no fotoquimico en los sistemas antena del PSII (Baker y
Rosenqvist, 2004). Como consecuencia del descenso en la eficiencia de carboxilacion,
de la tasa de regeneracion de la ribulosa-1,5-bisfosfato, del suministro estomatico de
CO; hacia los lugares de carboxilacion o del transporte de carbohidratos fuera de las
c€lulas, se producen descensos en la tasa de consumo de NADPH y ATP. Esto ocasiona
restricciones en el transporte electronico del PSII lo que puede resultar en un aumento
de la diferencia de potencial electroquimico de protones a través de la membrana
tilacoidal, conllevando un aumento del quenching no fotoquimico en los sistemas
antena del PSII. Con niveles elevados de estrés, los aumentos en el gNP pueden ser
insuficientes para mantener los aceptores de electrones del PSII parcialmente oxidados
y podra ocurrir el consiguiente dafio por luz del PSII a menos que se utilicen aceptores
de electrones alternativos, tales como el oxigeno (Ort y Baker, 2002). Por lo tanto, la
habilidad para mantener los aceptores del PSII parcialmente oxidados es un factor clave
en la tolerancia a los estreses ambientales (Rosenqvist, 2001). Dicho mantenimiento
puede lograrse mediante el consumo del NADPH fotogenerado cuando se incrementa la
concentracion de CO, del ambiente.

En muchas regiones del planeta el cambio climatico antropogénico esta
provocando amplios periodos de altas temperaturas y reduccion del suministro de agua
a los cultivos (Houghton et al., 2001; McCarthy et al., 2001). La menor disponibilidad
de agua provoca en los cultivos un descenso en el contenido hidrico en hojas lo que
induce, primeramente, cierre estomatico, imponiendo una restriccion a la entrada de
CO; a las células del mesofilo y, por consiguiente, produciendo un descenso en la tasa
de asimilacion fotosintética en la hoja (Williams et al., 1999; Lawlor y Cornic, 2002).
Estos efectos estomaticos sobre la fotosintesis no parecen perturbar los procesos de
eficiencia fotoquimica del PSII o modificar otros parametros asociados a la
fluorescencia como la relacion Fv/Fm. Las limitaciones estomaticas impuestas sobre la
fotosintesis podrian estar acompafiadas por el descenso de consumo de ATP y NADPH
para la asimilacion de CO,, lo cual podria derivar en un descenso de la tasa lineal de
transporte de electrones y, por lo tanto, en algunos parametros de la fluorescencia

(Baker y Rosenqvist, 2004).
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En el presente trabajo tratamos de comparar los efectos del elevado CO; sobre
los aspectos fotosintéticos de la cebada y estudiar la interaccion de estos efectos con los
efectos de la sequia basandonos en la importancia del intercambio gaseoso con la
fotosintesis como mecanismo primario para la obtencion de energia. También
analizamos algunos aspectos basicos de la fluorescencia como mecanismo de disipacion
de exceso de energia y utilizacion de la energia luminica capturada.

Los objetivos principales de este capitulo son:

* Conocer los efectos de la sequia en el metabolismo fotosintético bajo ambas
[CO,], ambiental y elevada.

¢ Ver si existe aclimatacion de la asimilacion en condiciones de elevado CO,.

* Determinar si la mejor conservacion del agua en las plantas que crecen a elevado
CO; se debe a un ajuste estomatico.

* Analizar el efecto combinado de la sequia y el elevado CO; sobre el contenido
de pigmentos fotosintéticos, el funcionamiento del aparato fotosintético
mediante el andlisis de la fluorescencia de la clorofila a y evaluar si el elevado
CO; mejora la utilizacion de la energia luminica capturada, de modo que el
riesgo de fotoinhibicion disminuya en condiciones de estrés hidrico.

* Estudiar la capacidad fotosintética de recuperacion de plantas rehidratadas tras el

periodo de sequia.

Para llevar a cabo estos objetivos se realizaron las siguientes determinaciones: se
analizaron los parametros fotosintéticos de gs, 4, Ci y E. Asi mismo, se estudio la
posible aclimatacion de la fotosintesis. Se analizaron las curvas de respuesta a diferentes
[CO,] y de respuesta a diferentes intensidades de luz. Por ultimo, se determinaron los

parametros de fluorescencia y el contenido en pigmentos fotosintéticos.
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4.2. Resultados

4.2.1. Fotosintesis
4.2.1.1. Conductancia estomatica, gs, asimilacion, 4, concentracion
interna de CQO,, Ci, y transpiracion instantanea, E. Eficiencia

instantianea en el uso del agua, ITE

La conductancia estomatica (gs) disminuyd con el tiempo de exposicion de la
planta al tratamiento (P < 0,001) y fue influenciada por la [CO;] (P < 0,001) y la sequia
(P <0,001). La gs en plantas regadas fue menor (40% de media) por efecto de la
elevada [CO,]. También se observaron diferencias significativas en gs entre los
tratamientos de CO, cuando eran plantas sometidas a sequia. Esto quiere decir que se
observo una gs 30% y 43% inferior a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental tras 16 dias
de sequia (Fig. 4.1A). Sin embargo, en general, el elevado CO, caus6 una mayor
reduccion en gs en plantas regadas que en plantas bajo estrés hidrico. Por otro lado,
aunque la gs fue mas baja a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental, disminuyd un
porcentaje similar (~90%) durante el periodo de estrés hidrico. Tras el restablecimiento

del riego se vio como las plantas de [CO,] ambiental alcanzaron valores de gs similares
al control tras 3-7 dias de recuperacion (Fig. 4.1B). Las plantas de elevada [CO;]
mostraban esta misma tendencia presentando valores de un 89% y un 84% del control,
para R1 y R2, respectivamente (Fig. 4.1B).

La asimilaciéon fotosintética (4, Fig. 4.1C) también se vio influenciada
significativamente por el régimen hidrico (P < 0,001), por la [CO,] (P < 0,001) y por el
tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,001). En plantas regadas, por efecto del
tiempo de exposicion al tratamiento, la 4 disminuy6 en torno a un 30% bajo ambas
[CO;]. La [CO;] aument6 la 4 tanto en plantas regadas como en sequia (Fig. 4.1C).
Segun fue avanzando el periodo de estudio, la sequia més severa disminuia la 4 con
valores que llegaron a ser tan solo un 34% y un 49% del de plantas regadas crecidas a
[CO,] ambiental y elevada [CO;], respectivamente. A lo largo de todo el experimento
las plantas bien regadas crecidas a elevada [CO;] presentaron alrededor de un 30% mas
de 4 que las plantas de [CO;] ambiental. Tras 9, 13 y 16 dias de sequia las plantas
presentaron un 64%, 200% y 164% mas de A4 a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental.
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Fig. 4.1. A) Interaccion a lo largo del tiempo entre la disponibilidad de agua y el CO, atmosférico en la gs
y C) interaccion entre la disponibilidad de agua y el CO, atmosférico en la 4. Recuperacion de las
plantas durante 7 dias (R1) y 3 dias (R2) sometidas a sequia durante 9 y 13 dias, respectivamente, de la gs
(B) y de la 4 (D). DO representa plantas bien regadas al inicio del estudio: [CO,] ambiental (barras color
naranja) y [CO,] elevado (barras color gris); D9, D13 y D16 representan los dias 9, 13 y 16,
respectivamente, donde se mantienen plantas regadas (barras oscuras) y en sequia (barras claras). Los
valores son la media + ES de tres experimentos, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo
dia de medida, las diferencias significativas vienen representadas por diferentes letras a un nivel de

significancia de P < 0,05. El * indica diferencias significativas a P < 0,05 entre los tratamientos de CO,.
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Fig 4.2. A) Interaccion a lo largo del tiempo de la sequia y el elevado CO, sobre la concentracion interna
de CO,, Ci y C) interaccion a lo largo del tiempo de la sequia y el elevado CO, sobre la transpiracion
instantanea, £. Recuperacion de las plantas durante 7 dias, R1 y durante 3 dias, R2, sometidas a previa
sequia durante 9 y 13 dias, respectivamente, de la Ci (B) y de la E (D). Condiciones de crecimiento y

analisis estadistico como en Fig. 4.1.
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Por tanto, el efecto de la sequia sobre 4 fue un 15% mayor a [CO;] ambiental
que a elevada [CO;] para un mismo potencial hidrico, -1,30 MPa (plantas a [CO;]
ambiental, tras 13 dias de sequia y a elevada [CO;], tras 16 dias de sequia) (Fig. 4.3).

Después de la recuperacion hidrica, a [CO,] ambiental, el valor de 4 de las
plantas del tratamiento R1 fue igual al control y el del tratamiento R2 alcanzé un 88%
del valor control (Fig. 4.1D). A elevada [CO;], las plantas en recuperacion, tanto R1
como R2, alcanzaron valores superiores al 95% del control (Fig. 4.1D).

La concentracion interna de CO, (Ci) fue mayor (P < 0,001) a elevado CO; que
a CO, ambiental (Fig. 4.2A). Sin embargo, a pesar de la significativa reduccion de la gs
a elevado CO,, la relacion media Ci/Ca (Tabla 4.1) no se vio afectada: 0,74 a 350 pmol
CO, mol™ vs. 0,77 a 700 pmol CO, mol™. Sin embargo, esta proporcion vari6 cuando se
analizé en plantas sometidas a 13 dias de sequia y [CO;] ambiental: 0,314 y 0,393 en
plantas en sequia durante 16 dias y elevada [CO;], siendo la disponibilidad del agua en

el suelo un 75% en ambas [CO;].

Tabla 4.1. Relacion Ci/Ca a lo largo de los 16 dias de experimento. 350ppm = [CO,] ambiental (color
naranja) y 700ppm = [CO;] elevado (color gris). Plantas regadas-control (color oscuro) y en sequia (color

claro).

Control Sequia

Dias 350ppm | 700ppm 350ppm  700ppm
0 0,746 0,759 0,746 0,759
9 0,757 0,780 0,523 0,581
13 0,726 0,789 0,314 0,416
16 0,720 0,756 0,109 0,393

En respuesta a la disponibilidad hidrica, Ci disminuy6 en paralelo con el Ww (P
<0,001) (Fig 4.3D). Después de 16 dias de sequia, se obtuvo un descenso del 85% en
plantas a CO, ambiental, mientras que el descenso en plantas a elevado CO; fue solo de
un 44%. Tras el restablecimiento del riego, los valores de Ci de plantas a elevada [CO;]
se recuperaron al 100% (Fig. 4.2B). A [CO,] ambiental las plantas en recuperacion, R1
y R2, mostraron valores de un 89% y 84% del control, respectivamente (Fig. 4.2B).

Tanto la concentracion de CO, como el régimen hidrico modificaron la
transpiracion instantanea, £ (P < 0,001; Fig. 4.2C). En plantas control, el elevado CO,
disminuyo la E, aproximadamente un 50%, asociado a una menor gs (P < 0,001; Fig.

4.1A). La sequia redujo el intercambio de vapor de agua entre un 70% después de 9 dias
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en sequia y un 90% en plantas de 16 dias en sequia. En plantas a elevada [CO;] se

observo que la tasa de E a lo largo de todo el periodo de sequia disminuyd un 10%

\\- o

R?=10,9972

menos que a [CO;] ambiental (Fig. 4.2C).

R?=10,9998

R?=0,9732

C D
R?=10,9936
R?2=0,9976

R?=0,9979

R?=0,9956

Fig. 4.3. A) Relacion entre la conductancia estomatica (gs) y el potencial hidrico (Wwy,4). B) Relacion
entre la asimilacion (4) y el potencial hidrico (Ww,,4). C) Relacion entre la transpiracion instantanea (£) y
el potencial hidrico (Ww,,). D) Relacion entre la concentracion interna de CO, (Ci) y el potencial hidrico
(Wwnq). Los circulos se corresponden con plantas regadas (valor medio de los controles de todo el
experimento) y los cuadrados representan plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias. Elevada [CO,] en
color gris y [CO,] ambiental en color naranja. Las lineas de tendencia y los factores de correlacion se

corresponden a funciones polindmicas de grado 2.
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Consecuentemente, en las plantas a elevada [CO;] se observo una transpiracion
instantanea mas conservadora en ambos regimenes hidricos (Fig. 4.2C). Cuando se
inici6 la recuperacion el efecto del estrés hidrico sobre la E fue revertido (Fig. 4.2D)
puesto que tanto a [CO;] elevada como [CO,] ambiental las plantas del tratamiento R1
mostraron valores similares al control y las plantas del tratamiento R2 presentaron
valores del 80% y 90% respecto al control a [CO,] ambiental y elevada [CO,],
respectivamente (Fig. 4.2D).

Relacionando los parametros fotosintéticos con el potencial hidrico (Fig. 4.3) se
pudo observar una estrecha correlacion entre la caida de 4 (Fig. 4.3B), de la gs (Fig.
4.3A), de la E (Fig. 4.3C) y de la Ci (Fig. 4.3D) con el Ww,q. Las tasas de fotosintesis y
Ci siempre fueron superiores en condiciones de elevado CO,, tanto riego como sequia, a
potenciales hidricos similares. Por el contrario los valores de la gs y la E siempre fueron

inferiores a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental.
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Fig. 4.4. Relacion entre la asimilacion fotosintética (4) y la conductancia estomatica (gs). Los circulos se
corresponden con plantas regadas (valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados
representan plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias. Elevada [CO;] en color gris y [CO,] ambiental en
color naranja. Las lineas de tendencia y los factores de correlacion se corresponden a funciones

polinéomicas de grado 2.
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Como puede observarse en la Fig. 4.4, la pérdida de capacidad asimilatoria pudo
deberse fundamentalmente a un efecto estomatico. A pesar de que las plantas creciendo
a elevada [CO,] presentaron una gs bastante inferior (Fig. 4.1A) a la de plantas bajo
[CO,] ambiental, la 4 (Fig. 4.1B) fue mucho mayor a elevada [CO,], atn en los
momentos en los que el Wwpg era mas negativo y los estomas estaban mas cerrados
(Fig. 4.4).

La eficiencia instantanea en el uso del agua (/TFE) resultd6 marcadamente afectada
tanto por la [CO,] de crecimiento (P < 0,001) como por el régimen hidrico (P < 0,001)
(Tabla 4.2). Cabe senalar también que el tiempo de exposicion al tratamiento, el CO; y
la sequia asi como todas sus interacciones fueron estadisticamente significativas (P <
0,001, Tabla 4.2).

A lo largo de todo el periodo experimental, la falta de agua provocod un
incremento significativo de /TE del 87% bajo ambas [CO,]. Comparando las sequias
con sus correspondientes controles cada dia de medida, se obtuvieron valores de ITE
siempre superiores que en plantas regadas. Esto es, por un lado, bajo [CO;] ambiental se
observaron valores de /TE de un 59%, 60% y un 117% mayores para las sequias de D9,
D13 y D16, respectivamente, respecto a sus plantas regadas y por otro lado, bajo
elevada [CO;] los valores de ITE fueron un 35%, 144% y 149% mayores para las
sequias D9, D13 y D16, respectivamente, respecto a sus plantas regadas.

La ITE fue significativamente mayor en plantas a elevada [CO;] que en plantas a
[CO,] ambiental. En el caso de plantas regadas los porcentajes fueron del 195%, 149%,
140% y 153% superiores, en los dias DO, D9, D13 y D16, respectivamente.
Comparando entre las plantas en sequia, los porcentajes también fueron superiores bajo
elevada [CO,], un 111%, 266% y 195%, en los dias D9, D13 y D16, respectivamente.

Cuando se inici6 la recuperacion el efecto del estrés hidrico sobre la ITE fue
revertido (Tabla 4.2) puesto que tanto a [CO;] elevada como [CO;] ambiental las

plantas de los tratamientos R1 y R2 mostraron valores similares al control (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Interaccion entre la [CO,] atmosférica y la disponibilidad hidrica en la /TE. Los valores son la
media + ES de al menos tres experimentos independientes cada uno de ellos repetido tres veces. 350ppm
= [CO,] ambiental (color naranja) y 700ppm = [CO,] elevado (color gris). Plantas regadas (color oscuro)

y en sequia (color claro). Dentro del mismo dia de medida, las letras indican diferencias significativas a P
<0,05.

ITE (pmol CO, mmol” H,0)

Dias  iego 350ppm 700ppm
0 C 4,10 £ 0,18 a 12,06 = 0,71 b
9 C 3,87 £ 0,34 a 9,69 + 1,38 bd
S 6,20 £ 0,57 b 13,10 £ 1,38 d
13 C 347 + 0,33 a 8,43 + 1,04 b
S 5,60 £ 0,72 ab 20,45 + 2,58 ¢
16 C
S

781 £ 1,53 b 22,76 + 491 ¢
R1 3,42 £ 0,51 a 878 + 2,74 b
R2 398 + 0,62 a 9,55 + 1,050

Parametro ‘ CO, Tet! Sequia CO,xTet! CO,xSequia T.et'xSequia CO,x T.et.'x Sequia

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

A similares Wwyyq, la ITE fue significativamente mayor (P < 0,001) en plantas a
elevada [CO,] que en plantas a [CO;] ambiental (Fig. 4.5). Asi, cuando el Wwy,q era —
0,20 MPa, la ITE fue 2,64 veces mayor a 700 umol CO, mol™, 3,3 veces mayor cuando

el Wwyyg era —0,90 MPa, y aproximadamente 4 veces mayor cuando el Wwy,4 cayo hasta
—-1,30 MPa.
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Fig. 4.5. Relacion entre la eficiencia instantanea en el uso del agua (/TF) y el potencial hidrico (Wwig).
Los circulos se corresponden con plantas regadas en el dia 0 del experimento y los cuadrados representan

plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias. Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en color naranja.

Las lineas de tendencia y el factor de correlacion se corresponden a funciones lineales.

4.2.1.2. Rendimiento fotosintético, @y requerimiento cuantico, RQ

El rendimiento fotosintético (¢) fue significativamente modificado por la sequia
(P <0,001), por la [CO,] (P <0,001) y por el tiempo de exposicion al tratamiento (P <
0,001; Tabla 4.3). Como se puede observar, la sequia provoco un notable descenso en el
@ ya que, tras 9, 13 y 16 dias de sequia disminuyé un 54%, 77% y un 83%,
respectivamente a [CO;] ambiental y un 43%, 53% y 66% a elevada [CO;] respecto al
dia 0 (Tabla 4.3). La [CO,] modifico positivamente el @ tanto en el tratamiento de riego
como en el de sequia (Tabla 4.3). Al inicio del experimento, cuando la sequia todavia no
habia comenzado, el rendimiento en las plantas control fue un 33% superior a elevada
[CO,] que a [CO;] ambiental. Tras 9, 13 y 16 dias de sequia, el rendimiento también fue
un 64%, 173% y un 164% superior, respectivamente, a elevada [CO,] comparando con
las de [CO,] ambiental.

El RQ se vio afectado tanto por la [CO;] como por la disponibilidad hidrica del
tratamiento (P < 0,001), por el tiempo de exposicidon al tratamiento (P < 0,001) y por

todas las interacciones posibles entre las variables (P < 0,001, Tabla 4.3). Observamos
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que las plantas creciendo a [CO,] ambiental presentaban un RQ superior a las plantas de
elevada [CO;]. Las plantas a [CO,] ambiental regadas presentaron un 33% mas de RQ
que las plantas a elevada [CO;] al comienzo del estudio. Por otro lado, a medida que
aumentaba la sequia, el RQ aumento hasta un 66% y un 83% en plantas a elevada [CO;]

y en plantas a [CO,] ambiental, respectivamente, tras los 16 dias de tratamiento.

Tabla 4.3. Efecto de la sequia progresiva en el rendimiento fotosintético (¢) y requerimiento cuantico
(RQ) a lo largo de los 16 dias de experimento. 350ppm = [CO,] ambiental (color naranja) y 700ppm =

[CO,] elevado (color gris). Plantas regadas (color oscuro) y en sequia (color claro).

@ (Umol CO, umol'1 fotones) RQ (pumol fotones |J.mol'1 CO,)

Dias 350ppm 700ppm 350ppm 700ppm
0 0,03625 + 0,0016a | 0,04825 + 0,0014b 28 + 1,3a 21 £ 0,7b
9 0,01675 + 0,0012a 0,02750 + 0,0016b 60 = 5,0a 36 + 2,0b
13 0,00825 + 0,0017a 0,02250 + 0,0016b 121 + 25.2a 44 + 4,0b
16 0,00625 + 0,0001a 0,01650 + 0,0026b 160 + 234a 61 + 9,2b

Parametro | CO, Tet! Sequia CO,xTet! CO,xSequia Tet.'xSequia CO,x T.e.t.'x Sequia

(p Kok sk kksk Kok sk n.s. n.s. n.s. n.s.

RQ kskosk skskok ko K%k sk skskok Kk

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento
Como vemos en la Fig. 4.6 aun para un potencial hidrico similar (-1,30 MPa), el
RQ de las plantas de elevada [CO,] seguia siendo un 60% inferior al de las plantas
creciendo a [CO;] ambiental (Fig. 4.6B).
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Fig. 4.6. A) Relacion entre el rendimiento cuéntico (@) y el potencial hidrico (Ww,,q). B) Relacion entre el
requerimiento cuantico (RQ) y el potencial hidrico (Ww,,4). Los circulos se corresponden con plantas
regadas en el dia 0 del experimento y los cuadrados representan plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias.

Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en color naranja. Las lineas de tendencia y el factor de

correlacion se corresponden a funciones polindmicas de grado 2.
4.2.1.3. Aclimatacion

La aclimatacion (Fig. 4.7) o regulacion a la baja de la 4 y la gs en respuesta al
elevado CO; fue determinada comparando la tasas de asimilacion medidas a 700 pmol
CO, mol™ tanto de las plantas crecidas a [CO,] ambiental como a elevada [CO,]. En
plantas regadas, la media de las tasas fotosintéticas (Fig. 4.7A) crecidas y medidas a
700 pmol CO, mol™ fue mayor (11%) que la de plantas crecidas a 350 pmol CO, mol™
y medidas a 700 umol CO, mol™, si bien esa mayor tasa no fue estadisticamente
significativa (P = 0,061).

En el caso de las plantas en sequia, la 4 de las plantas a elevada [CO;] no fue

significativamente diferente a la de plantas a [CO,] ambiental medidas a Ca = 700 umol

CO, mol ™.
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Fig. 4.7. A) Tasa de asimilacion fotosintética (4) y B) conductancia estomatica (gs), de plantas crecidas y
medidas a [CO,] ambiental (barras naranjas), de plantas crecidas a [CO,] ambiental y medidas a elevada
[CO;,] (barras verdes) y de plantas crecidas y medidas a elevada [CO,] (barras grises). DO representa la
media de plantas regadas a lo largo de todo el estudio (barras oscuras); D9, D13 y D16 representan los
dias 9, 13 y 16, respectivamente, de plantas en sequia (barras claras). Los valores son la media + ES de
tres experimentos independientes, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo dia de medida,
las diferencias significativas vienen representadas por diferentes letras a un nivel de significancia de P <
0,05.

La gs fue significativamente diferente en plantas regadas (Fig. 4.7B). Esta
diferencia en la gs entre plantas regadas fue del 36% superior en plantas crecidas y
medidas a elevada [CO;] que en plantas crecidas bajo [CO,] ambiental y medidas a
elevada [CO,].

En plantas sometidas a sequia no se observaron diferencias significativas en la gs
entre plantas crecidas y medidas a elevada [CO,] y plantas crecidas bajo [CO;]
ambiental y medidas a elevada [CO,] salvo en el D16 donde se obtuvo una gs
significativamente superior (39%) en plantas crecidas bajo [CO,] ambiental y medidas a
elevada [CO,] que en plantas crecidas y medidas a elevada [CO;].

Sin embargo, el efecto directo del elevado CO, sobre la gs (Tabla 4.4) fue mayor

en plantas regadas (cerca de un 60% de inhibicién) que en las de sequia (55%, 16% y

7% después de 9, 13 y 16 dias de sequia, respectivamente).



Tabla 4.4. Respuesta a lo largo del estudio de la aclimatacion y del efecto neto y directo de la tasa fotosintética y la conductancia estomatica al elevado CO,. Las letras
“a” y “e” hacen referencia a las concentraciones de CO, de crecimiento, ambiental y elevada, respectivamente. Las letras “A” y “E” hacen referencia a las
concentraciones de CO, de medida, ambiental y elevada, respectivamente. Entre corchetes se muestra el porcentaje de inhibicion provocado por la sequia en las plantas

crecidas a elevada [CO,]. DO representa plantas regadas y D9, D13 y D16 plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias, respectivamente.

Respuestas fotosintéticas (4 , pmol CO, m™ s'l) Respuestas estomaticas (gs, mol H,O m™ s'l)
Aclimatacion | Efecto Directo| Efecto Neto [%o] Aclimatacion | Efecto Directo| Efecto Neto [%]
Tratamiento (e,E/a,E) (a,E/a,A) (e,E/a,A) (e,E/a,E) (a,E/a,A) (e,E/a,A)
DO 1,11 1,17 1,29 [-] 1,36 0,42 0,58 [-]
D9 0,97 1,70 1,64 [29] 1,27 0,45 0,57 [69]
D13 1,12 2,44 2,73 [38] 0,83 0,84 0,70 [84]
D16 1,04 2,54 2,64 [51] 0,72 0,93 0,67 [90]
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4.2.1.4. Curvas A/Ci

El andlisis mecanistico de las curvas 4/Ci viene mostrado en la Fig. 4.8 y en la
Tabla 4.5. La respuesta de la fotosintesis neta a la concentracion interna de CO, bajo
condiciones saturantes de luz (1200 pmoles fotones m™ s™)fue mucho mayor en plantas
a elevada [CO,], a Ci mayores de 150 pmol mol” CO,), comparado con las plantas a
[CO,] ambiental (Fig. 4.8). En plantas regadas, la Amax,c; y la CE de las plantas a
elevada [CO;] aumentaron aproximadamente un 30% y un 45%, respectivamente,

comparando con las plantas a [CO,] ambiental.

A (umol CO,; m™s™)

35
A
Yw,g=-0,16
25
£
5 Ww,,4 = -0,90
8 151
g
= Ww,q=-1,35
~
5
Ww,, = -1,64
T T T T T T T
300 600 900 1200 1500 0 300 600 900 1200 1500
-5 L -5

Ci (pmol CO, mol'") Ci (umol CO, mol™)

Fig. 4.8. A) Relacion entre la asimilacion fotosintética (4) y la concentracion interna de CO, (Ci) de
plantas creciendo a [CO,] ambiental (simbolos en color naranja). B) Relacion entre la 4 y la Ci de plantas
creciendo a elevada [CO,] (simbolos en color negro). Los circulos se corresponden con plantas regadas
(valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados, tridngulos y rombos representan
plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias, respectivamente. Las lineas de tendencia se corresponden a
funciones polinomicas de grado 2. Al lado de cada curva se representa el potencial hidrico, medido al

mediodia, de cada tratamiento hidrico en el momento del analisis 4/Ci.

La Jmax, la Vemax y la TPU (Tabla 4.5) también resultaron significativamente
incrementadas por el elevado CO,, en un 36%, 30% y 38%, respectivamente (P < 0,01),
indicando que no se produce una aclimatacion fotosintética en las plantas bien regadas.
La respiracion a la luz (Rl) y el punto de compensacion de CO, (I'co.) aunque

estadisticamente no se vieron modificados en las plantas creciendo a elevada [CO;] si



Procesos fotosintéticos 71

mostraron una ligera tendencia (~8%) a disminuir respecto a las crecidas bajo [CO;]
ambiental (Tabla 4.5). Los parametros obtenidos in vivo directamente del analisis de las
curvas A/Ci aparecen significativamente afectados (P < 0,01) por el estrés hidrico
aunque el efecto es mayor en plantas a [CO,] ambiental. El déficit hidrico causé una
marcada reduccion de la Amax,; (Tabla 4.5 y Fig. 4.8) en las plantas a [CO,] ambiental
(72%) mayor que en las plantas a elevada [CO,] (42%) tras 16 dias en sequia. Si
analizamos la Amax,; cuando en ambas [CO;] el potencial hidrico alcanza un mismo
valor (-1,30 MPa, tras 13 dias de sequia en plantas a [CO,] ambiental y 16 dias en
sequia en plantas a elevada [CO;]), observamos que el efecto de la sequia es muy
superior en plantas a [CO,] ambiental (60%). Los parametros CE, Vcmax 'y Jmax (Tabla
4.5) fueron reducidos en un 60%, 66% y 77%, respectivamente, en condiciones de
estrés hidrico y [CO;] ambiental. Las plantas a elevada [CO;] y mismo periodo de
sequia mostraron menores reducciones: 38%, 31% y 24%, para CE, Jmax y Vcmax,
respectivamente. La TPU (Tabla 4.5) disminuy6 un 52% en plantas a [CO,] ambiental y
un 40% en plantas a elevada [CO,]. Como anteriormente hemos analizado, para un
mismo Ww, —1,30 MPa, observamos que el efecto de la sequia en todos los parametros
de las curvas A/Ci fue entre un 20% y un 50% menos afectado en plantas a elevada
[CO,] que en plantas a [CO;] ambiental. El estrés hidrico aument6 significativamente la
Ls (Tabla 4.5) en ambas [CO;] pero mas en plantas a [CO;] ambiental. En estas
condiciones no hubo diferencias entre los tratamientos de sequia (un aumento medio del
100%). En plantas a elevada [CO;], la Ls aumentd aproximadamente un 40% después
de 13 dias sin riego. La Lm (Tabla 4.5) también se vio incrementada por el estrés
hidrico en ambas [CO,] aunque en plantas a [CO;] ambiental fue de un 71% y en

plantas a elevada [CO;] de un 38%.



Tabla 4.5. Tasa maxima de asimilacion de carbono en condiciones saturantes de CO, (4max, Ci, pimol CO, m? s'l), eficiencia de carboxilacion (CE, mol CO, m? s'l), tasa
maxima de transporte de electrones (Jmax, pmol e m? s, tasa maxima de carboxilacion de la Rubisco (Vemax, pmol CO, m? s™), utilizacion de las triosas fosfato
(TPU, pmol m™ s™), tasa de respiracion a la luz (R/, pmol CO, m?sh), punto de compensacion del CO; (' co,, Hmol CO, mol™), limitacion estomética relativa (Ls, %) y

limitacion mesofilica relativa (Lm, %) a la fotosintesis y a la Ci.

350ppm 700ppm

DO D9 D13 D16 D0 D9 D13 D16
+ 16,5 + 0,43 735 + 0,84 6,48 + 133 + 227 + 1,18 19,1 + 3,18 16,65 + 2,26
+ 0,061 + 0,004 0,034 + 0,004 0,025 + 0,004 + 0,073 + 0,003 0,060 + 0,008 0,055 + 0,004
+ 93,8 + 4,60 49,6 + 12,40 25,7 + 11,70 + 124 + 9,50 104 + 14,10 104 + 7,60
+ 359 + 230 21 + 2,60 12,6 + 1,60 + 438 + 3,50 402 + 1,90 373 + 1,50
+ 569 + 0,70 441 £ 0,77 387 + 0,77 L 9,84 + 1,63 709 + 1,04 6.85 + 0,60
+ 1.8 + 030 2,0 + 0,90 2.8 + 0,90 + 2,5 + 030 2,5 £ 0,30 22 + 0,70
+ 63,9 + 3,90 83,6 + 14,70  116,9 + 48,60 + 73 + 5,70 72,7 £ 2,90 77.8 + 7,20
+ 46,9 + 3,80 332 + 2,60 412 + 5,70 + 13,8 + 2,10 18,1 + 3,50 15,7 + 2,80
17,4 £ 230 553 + 9,30 71,1 £ 11,20 18,8 = 2,60 285 + 4,10 37.8 £ 7,30

Pardmetro | CO, T.et! Sequia CO,xT.et' CO,xSequia T.et'xSequia CO,x T.e.t.'x Sequia
Amax,Ci Hokk o o n.s. n.s. n.s. n.s.
CE * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Jmax skksk seskok seskok n.s. n.s. n.s. *
Vemax okok Hokk * n.s. n.s. n.s. n.s.
TPU ** * ** n.s. n.s. n.s. n.s.
RI Hokk n.s. ** n.s. n.s. n.s. n.s.
ICO, n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento.

L
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4.2.1.5. Curvas A/PPDF

La asimilacion neta en funcion de la luz se muestra en la Fig. 4.9 y Tabla 4.6. En
plantas regadas, la Amax,luz fue incrementada en un 45% aproximadamente en plantas a
elevada [CO;] comparado con las plantas de [CO,] ambiental. Esta respuesta se hizo
mas acentuada cuando las plantas se sometian a restriccion hidrica, alcanzando
incrementos de hasta un 76% en plantas de elevada [CO,] comparando con las plantas

de [CO;] ambiental después de 16 dias de sequia.
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Fig. 4.9. A) Relacion entre la asimilacion fotosintética (4) y la intensidad de luz (PPDF) de plantas
creciendo a [CO,] ambiental (simbolos en color naranja). B) Relacion entre la 4 y la PPDF de plantas
creciendo a elevada [CO,] (simbolos en color negro). Los circulos se corresponden con plantas regadas
(valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados, triangulos y circulos representan
plantas en sequia durante 9, 13 y 16 dias. Elevada [CO,] en color gris oscuro y [CO,] ambiental en color
naranja. Las lineas de tendencia se corresponden a funciones polindomicas de grado 2. Al lado de cada
curva se representa el potencial hidrico, medido al mediodia, de cada tratamiento hidrico en el momento

del analisis A/PPDF.

El rendimiento cuantico de la asimilacion de CO, (PCO,, Tabla 4.6) en plantas
regadas aumentd de 0,049 a 0,086 pmol CO, umol™ PPFD, de modo que fue un 75%
mayor en plantas bajo elevada [CO;] que en [CO;] ambiental. Después de 16 dias de
sequia, el PCO, disminuyd mas en plantas a [CO;] ambiental (65%) que en plantas a
elevada [CO;] (50%) y el punto de compensacién a la luz (T},,) aumenté un 20% en

plantas de [CO,] ambiental y un 10% en las de elevada [CO,] tras la sequia mas larga
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(Tabla 4.6).

El punto de saturacion de luz (PSL) (Tabla 4.6) fue afectado significativamente
tanto por la [CO;] (P < 0,05) como por el T.e.t (P <0,01) y la sequia (P < 0,01). En
condiciones de riego el PSL fue un 5% superior en plantas bajo elevada [CO;] que en
plantas de [CO,] ambiental. La sequia disminuy6 el PSL un 46% tras 16 dias de sequia
en plantas creciendo bajo [CO;] ambiental y un 28% en plantas bajo elevada [CO;]. Las
plantas en tratamiento de sequia y elevada [CO,] siempre presentaron mayores valores
de PSL, esto es un 6%, 5% y un 40% para los tratamientos D9, D13 y D16,
respectivamente. La respiracion (Tabla 4.6) fue practicamente superior en plantas
crecidas bajo elevada [CO;] que en plantas de [CO,] ambiental independientemente del

régimen hidrico.



Tabla 4.6. Tasa maxima de asimilacién de carbono en condiciones saturantes de luz (4dmax,luz, pmol CO, m> s'l), eficiencia fotoquimica de carboxilacion (® CO,,
pmol CO, pmol ' fotones), punto de compensacion de la luz (I, pmol fotones m? s, punto de saturacién de luz (PSL, pmol fotones m? s y respiracion a la
oscuridad (Rd, pmol CO, m™s™).

D13 D16 D13 D16
Amax,luz 93 + 1,16 6,4 + 0,68 21,8 + 2,07 13,5 + 2,20 11,3 + 1,65
®CO, 0,032 + 0,012 0,017 + 0,003 IR 0,06 + 0,008 0,042 + 0,010
I, 20,5 + 1,76 23,7 + 3,40 238 £ 1,54 243 + 497 263 + 1,81
PSL 232 + 3526 164 + 63,80 318 + 16,18 243 + 17,56 228 + 7926
Rd 20,930 + 0,268 2,400 = 1,420 EEXPEERN Y 0,848 + 0238 -2,170 + 0,990

Parametro | CO, Tet! Sequia CO,xT.et' CO,xSequia T.et'xSequia CO,x T.e.t.'x Sequia
Amax,luz | *** Hokk HokE n.s. n.s. n.s. n.s.
o CO, * * * n.s. n.s. Hok n.s.
M n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *
PSL * Hok *k n.s. n.s. n.s. n.s.
Rd n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. *

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento.
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4.2.2. Fluorescencia

La eficiencia maxima del fotosistema II (Fv/Fm) no fue afectada
significativamente ni por la [CO,] ni por la sequia. Las plantas bien regadas mostraron
un Fv/Fm cercano a 0,8, valor que se considera como un indicativo de buen estado
fisiologico (Tabla 4.7). Bajo estrés hidrico, las plantas experimentaron una reduccion de
tan solo un 16% tras 16 dias de sequia a [CO,] ambiental, y una reduccién aun inferior
(8%) en plantas en sequia a elevada [CO,].

Tampoco se encontraron diferencias significativas en el @PPSl| entre las plantas
regadas a diferente [CO,] (Tabla 4.7). En cambio, el estrés hidrico provoco un marcado
descenso en el ®PSII que varid en funcidon de la [CO,]. Después de 16 dias sin riego, las
plantas de [CO,] ambiental mostraron un 36% menos de ®PSII mientras que, durante el
mismo periodo de sequia, las plantas de elevada [CO,] presentaron un descenso del
25%. Por otro lado, la eficiencia de captura y transduccion de la energia luminica,
F’v/F’m, fue un 12% superior en plantas regadas de elevada [CO,] que en plantas
regadas bajo [CO,] ambiental aunque el efecto del CO, no fue significativo sobre este
parametro. En plantas en sequia durante 16 dias F'v/F’m disminuyd por efecto de la
sequia un 6% en plantas de elevada [CO,] y aument6 un 7% en plantas de [CO,]
ambiental, de forma que tampoco ejercid un efecto significativo sobre la eficiencia
instantanea del fotosistema II.

El ¢P no fue significativamente diferente entre plantas de diferente [CO,] (Tabla
4.7). La sequia produjo un descenso del gP del 39% en plantas de [CO,] ambiental y del
20% a elevada [CO,]. Por otro lado, el NPQ tampoco fue significativamente modificado
por el CO; (< 8%) en plantas regadas, indicando que no hubo cambios importantes en
los mecanismos de disipacion no fotoquimica de energia en plantas creciendo en
condiciones de elevada [CO,]. Sin embargo, la alta variabilidad de los datos hace dificil
discernir una tendencia clara del NPQ cuando las plantas estan en sequia. El NPQ
aumento6 aproximadamente un 60% en plantas de [CO,] ambiental y un 20% en plantas
a elevada [CO,] tras 13 dias en sequia, pero tras este periodo el NPQ comenzd a

descender (Tabla 4.7).



Tabla 4.7. Parametros de fluorescencia de la clorofila a. Eficiencia maxima del fotosistema II en plantas adaptadas a oscuridad (Fv/Fm), eficiencia fotoquimica
del PSII en plantas iluminadas (®PSII), quenching fotoquimico (¢P), quenching no fotoquimico (NPQ), eficiencia instantanea del fotosistema II en plantas
iluminadas (F"v/F’m) y proporcion del flujo total de transporte de electrones (ETR-Jt) destinados a carboxilacion (Jc) y oxigenacion (Jo). Condiciones de

crecimiento y analisis estadistico como en Tabla 4.2.

Fv/Fm

P psu
qP
NPQ
Fv/F'm
ETR-Jt
Jc
Jo
Fv/Fm 0,792 + 0,004
D psir 0,592 + 0,029
qP 0,822 0,031
NPQ 0,223 0,051
Fv/F'm 0,719 0,012
ETR-Jt 100 5
Jc 71,9

Jo 28,1

LL
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Tabla 4.7. Continuacion

Parametro | CO, Sequia CO; x Sequia
Fv/Fm n.s. oK n.s.
Ppgi | ns. * *
qP n.s. n.s. n.s.
NPQ n.s. n.s. n.s.
FVv/F’'m n.s. ok n.s.
ETR(JY) n.s. * *

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo

Las tasas de transporte de electrones a través del PSIL, Jt y Je, aumentaron un
11% y un 19%, respectivamente, para plantas a elevada [CO,] comparadas con plantas
de [CO,] ambiental (Tabla 4.7). El elevado CO, redujo (5%) el desvio de electrones
hacia la fotorrespiracion (Jo).

Tras 16 dias de sequia, Jf descendié un 36% en plantas de [CO,] ambiental y un
26% bajo elevada [CO,]. El flujo de electrones hacia la carboxilacion (Jc) disminuy6 en
un 49% y un 38% en plantas de [CO,] ambiental y elevada [CO,], respectivamente.
Consecuentemente, el porcentaje de flujo oxidativo (Jo/Jt) aumentd con la sequia bajo
ambas [CO,].

La respuesta del ®PSII vs. ®CO, se muestra en la Fig. 4.10. El ®CO, se
correlacion6 positivamente con el ®PSII bajo ambas [CO,] y también fue influenciada
por el régimen hidrico. Para una eficiencia fotoquimica similar, el @CO, fue mayor en
plantas de elevada [CO,] confirmando que, bajo [CO,] ambiental y estrés hidrico, una
gran parte del transporte de electrones estaba dirigido hacia reacciones no carboxilantes.
El estrés hidrico causé un efecto mas severo en la @CO, (80% y un 59% de inhibicion)
que sobre ®PSII (reduccion del 36% y 25%) bajo [CO,] ambiental y elevada,

respectivamente, sugiriendo que otros procesos diferentes al transporte de electrones

son los que estan limitando la asimilacién de CO,.
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Fig. 4.10. Relacion entre la eficiencia fotoquimica de carboxilacion de CO, (®CO,) y la eficiencia
fotoquimica de transporte de electrones del fotosistema II (®PSII). Los circulos se corresponden con
plantas regadas en el dia 0 del experimento y los cuadrados representan plantas en sequia durante 9, 13 y

16 dias. Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en color naranja. Las lineas de tendencia y el

factor de correlacion se corresponden a funciones lineales.

4.2.3. Pigmentos fotosintéticos

El contenido en pigmentos se muestra en la Tabla 4.8. Tanto la [CO,] como la
sequia y el tiempo de exposicion al tratamiento de las plantas tuvieron un efecto
significativo sobre la clorofila a y sobre la clorofila b (P <0,001). La concentracion de
clorofila a expresada por area disminuyo respecto a sus controles un 15%, 18% y 50%
en condiciones de [CO,] ambiental y descendié un 10%, 10% y 19% a elevada [CO;]
por efecto de la sequia tras 9, 13 y 16 dias, respectivamente. La sequia también hizo
descender el contenido en clorofila » un 28%, 25% y 50% en condiciones de [CO;]
ambiental y un 7%, 16% y 30% a elevada [CO;] tras 9, 13 y 16 dias, respectivamente.

El efecto de la [CO,] sobre las plantas regadas fue positivo para la clorofila a y
la clorofila b, puesto que se obtuvo un 23% y un 16% mas de clorofila a y b,
respectivamente a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental al final del estudio. La [CO,]

tuvo un efecto positivo también sobre las plantas en sequia.
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Tabla 4.8. Interaccion entre la [CO,] y la disponibilidad hidrica en el contenido de pigmentos
fotosintéticos: clorofila a, clorofila b y carotenoides (carotenos y xantofilas). Unidades: pg cm™. Plantas
crecidas en condiciones de riego (C), en sequia progresiva (S) y en recuperacion tras 9 dias de sequia (R1)
0 en recuperacion tras 13 dias de sequia (R2). Los valores son la media + ES de al menos tres

experimentos independientes cada uno de ellos repetido tres veces.

Clorofila a Clorofila b Carotenoides

350ppm 700ppm 350ppm 700ppm RE{J 0 700ppm
37 +£3,54a 37 :tZ,OSa. 141 £123a 158 £1,16a 6,32 £0,68a | 5,52 £ 0,42 a
C 39 £0,71a 42 £532a 17,5 £095a 17,5 £2,14a 7,91 £0,42b 6,04 £ 0,64 ab
S 33+£2,12a 34 +355a 13,0 £1,04a 148 £1,52a 6,40 £0,51 ab 5,65 £ 0,46 a
13 C 39 £231a 40 £ 1,01 a 15,7 £ 1.37ab 17,5 = 1,21b 6,39 £06la | 589 +044a
S 32+227a 36 +£2,04a 11,8 £0,59a 14,7 + 1,02 b 6,84 +0,28a 5,92 £0,54a
16 C 34 £227b 42 £231Db 13,9 £0,54bec 16,2 £ 0,75 be 6,91 £0,14a | 597 £032a
S 17+296a 34+1,75b 6,9 £0,80a 11,3 +0,75ab 7,17 £0,80a 6,11 £0,39 a
R1 35+3,30b 44 +£ 6,241 13,5 £0.,84bc 18,7 £3,20¢ 6,25 £093a 6,16 £044a
R2 37 £231b 39 £2,87b 14,3 = 130 be 15,2 = 1,28 be 6,48 £0,80a | 6,53 £0,39a
Parametro CO, Tet! Sequia CO,xTet! CO,xSequia T.et'xSequia CO,x T.e.t.'x Sequia
Chla HEK ok HkK * n.s. n.s. n.s.
Chl b ok HoHE ok n.s. n.s. ns. n.s.
Carotenoides | ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

Se observo un 3%, 13% y un 100% mas de clorofila a bajo elevada [CO;] que
bajo [CO;] ambiental para los tratamientos de 9, 13 y 16 dias en sequia,
respectivamente. Esta misma respuesta presentd también la clorofila b, siendo en
general la diferencia mayor. Se observo un 14%, 25% y un 64% mas de clorofila b para
los tratamientos de 9, 13 y 16 dias en sequia y elevada [CO;] que a [CO,] ambiental.

En lo referente al contenido de carotenoides (Tabla 4.8) se pudo observar que la
sequia hizo aumentar discretamente su concentracion tras 16 dias de ausencia de riego.
En cambio, si se obtuvo un efecto significativo de la [CO;] (P <0,01). En condiciones
de elevada [CO,] y riego las plantas regadas presentaron una cantidad de carotenoides
un 11% menor que en plantas de [CO,] ambiental. El1 CO, también tuvo efecto en las
plantas sometidas a sequia puesto que el contenido de carotenoides en las plantas a
elevada [CO;] fue un 11%, 13% y un 15% superior que a [CO;] ambiental, tras 9, 13 y
16 dias (Tabla 4.8).

Al analizar el efecto del CO, sobre el contenido de pigmentos en plantas con un

mismo estado hidrico, independientemente del tiempo de exposicion al tratamiento,
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observamos que los valores de clorofila a fueron ligeramente superiores a elevada
[COz], un 9% y un 6% para Wwpy de -0,.9MPa y -1,3MPa, respectivamente (Fig.
4.11A). En el caso de la clorofila b, observamos que para un Wwy,y de -0,9MPa el
contenido fue en torno a un 13% mas alto a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental. En
cambio, para un Wwpg de -1,3MPa los valores fueron similares (Fig. 4.11B). En lo
referente a los carotenoides, para Wwy,g similares de -0,9MPa y -1,3MPa, el contenido

fue un 8% y un 12% superior, respectivamente, bajo [CO,] ambiental que bajo elevada

[CO,] (Fig. 4.11C).
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Fig. 4.11. A) Correlacion entre el contenido en clorofila a (Chl @) y el potencial hidrico al mediodia
(Wwmq), B) entre el contenido en clorofila  (Chl b) y el potencial hidrico al mediodia (Ww,4), C) entre el
contenido en carotenoides (C+X) y el potencial hidrico al mediodia (Wwy4). Los circulos se corresponden
con plantas regadas al inicio del estudio y los cuadrados representan plantas en sequia durante 9, 13 6 16
dias. Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en color naranja. Las lineas de tendencia y los

factores de correlacion se corresponden con funciones lineales.
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4.3. Discusion

4.3.1. Intercambio gaseoso

Las tasas de intercambio gaseoso en plantas bajo ambas [CO,] disminuyeron con
el tiempo de ensayo (P < 0,001) (Fig. 4.1). Resultados similares fueron observados por
Sicher y Bunce (1997) y por Sicher (1998). Como la mayoria de las especies, la cebada
creciendo a elevada [CO,] mostrd una reducida gs (descenso del 40%; Fig. 4.1A) como
consecuencia del cierre estomatico parcial. Igualmente, ha sido publicado que en plantas
herbaceas la reduccion de gs bajo elevada [CO;] suele estar entre un 27% y un 40%
(Field et al., 1995). El aumento de Ci (Fig. 4.2A) originado por la elevada [CO;] puede
provocar el cierre parcial de los estomas. Sin embargo, el mecanismo por el cual los
estomas responde a la sefial del CO, permanece bajo discusion. Webb et al. (1996)
postularon que el elevado CO, causaba un aumento del nivel de calcio libre en el citosol
de las células guarda. El nivel de iones calcio participa como mensajero secundario en
la ruta de la sefal de transduccion responsable del control del turgor de las células
guarda (Hetherington, 2001; Webb et al., 2001). Por su parte, Zeiger et al. (2002)
postularon que el aumento de [CO;] ambiental incrementa la tasa de fijacion de CO,,
alcalinizando el lumen del cloroplasto y disminuyendo el contenido de zeaxantina de la
célula guarda, la cual activa una ATPasa de la membrana plasmatica de la célula guarda.
La salida de protones al apoplasto la acidifica, activandose la toma de iones y la
apertura estomatica. De esa manera, se explicaria el cierre estomatico en las plantas
crecidas a elevada [CO,] en relacion a las crecidas a [CO,] ambiental. Por otro lado,
pudimos observar que el cierre estomatico responde a la disminucién de la hidratacion
edafica (Fig. 4.1A). Segiin Medrano et al. (1997) la gs puede reducirse, en respuesta al
déficit hidrico, hasta un 25% de la maxima sin que se detecten caidas de potencial
hidrico en las hojas. Por el contrario, ha sido constatado que el nivel minimo para que al
descender el Ww disminuya la apertura estomatica oscila entre —0,70 y —1,20 MPa
(Ackerson, 1985; Hsiao, 1973; Markhart, 1985; Oosterhuis y Wullschleger, 1987)
aunque nosotros pudimos observar que ya alrededor de -0,50 MPa la gs respondia
disminuyendo. A medida que el suelo se va secando, el nivel de acido abscisico (ABA)
de la planta aumenta, y esto podria inducir la reduccion de gs, mediado por los niveles

+ g . 7.
de Ca®" que controlan los canales aniénicos en la membrana plasmatica (Assmann, 1999
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y las referencias que en ¢l aparecen). Por consiguiente, no es de sorprender que las
plantas creciendo a elevada [CO;] en suelos deshidratados muestren mayor cierre
estomatico que las plantas que lo hacen a [CO;] ambiental (Dubbe et al., 1978). Por lo
tanto, se da un cierre estomatico mayor, una transpiracion menor (Figs. 4.1 y 4.2) y una
conservacion mayor del agua del suelo (Fig. 3.1). Adicionalmente, la reduccion de la gs
inducida por el elevado CO, produce un mayor Ww (Fig. 3.4). La elevada [CO;]
disminuye la apertura estomadtica, lo que puede reducir el uso de agua por parte de la
planta e, indirectamente, mejorar el rendimiento mediante el retraso del estrés hidrico.
Si la conductancia estomatica reduce el uso del agua y retrasa la sequia provocada por
periodos cortos sin riego, mediante la conservacion de la humedad del suelo, también
podria mejorarse la productividad del cultivo (Ghannoum et al., 2000).

Segun estudios realizados por Wong et al. (1978) y Drake et al. (1997), las
plantas tienden a preservar una relacion constante entre Ci y Ca, independientemente de
la [CO,] del entorno: en nuestro caso 0,74 a 350 pmol mol™ vs. 0,75 a 700 pmol mol™
en condiciones de riego (Tabla 4.1). Sin embargo, esta proporciéon varid6 cuando se
analiz6 en plantas sometidas a sequia: 0,31 en plantas a [CO,] ambiental y 0,40 en
plantas a elevada [CO;], siendo la disponibilidad del agua en el suelo un 75% en ambas
[CO,]. Igualmente, Brobribb (1996) observo una correlacion alta de Ci/Ca cuando las
plantas en estudio se mantenian en riego y una correlacion mucho menor cuando se
sometian dichas plantas a sequia. Este valor de Ci/Ca mayor en plantas a elevada [CO;]
alcanzado a un mismo estrés hidrico permitio a las plantas que presentaran mayores
tasas de A.

Aunque el elevado CO, caus6 cierre estomatico, esta mayor concentracion de
didoxido de carbono permitié a las plantas posponer la restriccion impuesta por los
estomas. De este modo, como se ha descrito anteriormente, la elevada [CO;] aument6 la
Ci y mejor6 la 4 (Figs. 4.2A y 4.1C). La estimulacién de la 4 llevada a cabo por el
elevado CO, fue incluso mayor en plantas de sequia comparando con las de riego. Se ha
observado una mejora de la tasa de fotosintesis neta en plantas C3 (17%-29%) en
experimentos llevados a cabo bajo condiciones controladas de elevado CO, (Kimball,
1983; Allen et al., 1987). Se sabe que tanto la sequia como el elevado CO, son factores
que disminuyen el contenido y la actividad Rubisco, aunque la reduccion de la actividad
Rubisco provocada por la sequia parece ser menor a mayor [CO,] (Vu et al., 1998).

Como consecuencia de que las tasas fotosintéticas también se correlacionan

estrechamente con el contenido hidrico del suelo, la disponibilidad del agua edafica
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juega un papel importante en la regulacion de las tasas de 4 bajo ambas concentraciones
de CO; y sequia. Sin embargo, a pesar de que en este estudio se hallaron correlaciones
significativas entre el Wwpy y los parametros de intercambio gaseoso: gs, 4, Ci, E en
ambas [CO,] (Fig. 4.3), se registro claramente una mayor 4 en plantas de elevado CO,
para un mismo Ww. El retraso de 3-4 dias en la pérdida de agua del suelo que se
experiment6 en condiciones de elevado CO; podria prolongar el periodo de fotosintesis

durante la sequia. Por otro lado, el aumento en la [CO;] atmosférico alterd las tasas de

pérdida de agua transpiracional (Fig. 4.2C). La sensibilidad estomatica al CO, condujo a
una reduccion de gs y esto contribuy6 a la reduccion de la £ observada en las plantas de
elevado CO..

Se observd un aumento en la /7TE (Tabla 4.2) como resultado de la reduccion
de £ y de una 4 mayor cuando las plantas estaban expuestas a elevado CO,. A
semejanza con nuestros resultados, existen otros trabajos que muestran aumentos en la
eficiencia transpiratoria en un rango de 25%-230% como consecuencia tanto de la
reduccién estomdtica como de la mejora en la asimilacion (Eamus, 1991; Drake et al.,
1997; Saxe et al., 1998). En condiciones de riego y elevada [CO;] aument6 la A
mientras que al cerrarse los estomas disminuy6 la transpiracion y por tanto la relacion
A/E se increment6. La sequia bajo ambas [CO;] hizo aumentar la /ITE debido a que
disminuy6 mas la E que la 4. Este es un hecho que se observa en muchas especies como
una estrategia para soportar la sequia (Flexas et al., 1998 y 2002). Sin embargo se
observaron diferencias entre ambas [CO;] en condiciones de sequia debidas a que, para
un mismo nivel de estrés hidrico (\Wwy,q similar), las plantas a elevada [CO,] asimilaban
mas, transpiraban menos y por tanto la /7E aumento.

El rendimiento cuantico (®) o eficiencia fotosintética en funcion de los fotones
absorbidos (Tabla 4.3 y Fig. 4.6A) describe la pendiente inicial de una curva de
saturacion de luz. Las plantas C3 tienen un @ de 0,05 en condiciones naturales (que
corresponde a una molécula de CO, fijado por 20 fotones absorbidos); si se elimina la
fotorrespiracion mediante elevada [CO;] el ® aumenta a 0,07-0,08 (1 CO; por 12-14
fotones) (Mc Donald, 2003). En las condiciones experimentales del presente trabajo el
® aumentd un 33% por efecto de la elevada [CO;] en condiciones de riego, si bien el
mayor aumento de ® se observd en condiciones de sequia y elevada [CO,] (164%
respecto al de plantas en sequia y [CO,] ambiental). Estos resultados demuestran que la

estabilidad del funcionamiento del transporte de electrones en el cloroplasto se
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mejoraba en condiciones de elevada [CO;] tanto si se regaban las plantas como si se
mantenian en sequia, donde se vio que el efecto fue atin mayor.

El requerimiento cuantico, RQ, indica la cantidad de fotones que necesita la
planta para fijar un mol de CO, y es, por tanto, un indicador de la eficiencia en el uso de
la luz por la planta. Las plantas de elevada [CO;] fijaron mas CO, por pmol de fotones
recibidos, por tanto presentaron un rendimiento fotosintético superior que bajo [CO;]
ambiental (Tabla 4.3 y Fig. 4.6B). Un aumento del RQ por efecto de la senescencia

viene en paralelo a la disminucion de la fotosintesis neta que mostraron las plantas
regadas a lo largo del experimento (Fig. 4.1C). Por otro lado, al obtener un fuerte

descenso en el rendimiento cudntico cuando el potencial hidrico era cada vez mads

negativo, el requerimiento cuantico fue cada vez mayor.

4.3.2. Aclimatacion al CO,

Si la exposicion a altas [CO;] se mantiene durante un periodo de tiempo
prolongado los primeros efectos benéficos pueden comenzar a declinar (Jauhiainen y
Silvola, 1996) y pueden aparecer los signos de aclimatacion del sistema fotosintético
(Sicher y Kremer, 1996; Drake et al., 1997). En cebada, especie C3, la fotosintesis esta
limitada por el CO,, substrato de la Rubisco, y un aumento de éste estimula la
fotosintesis. Sin embargo, dicha estimulacion depende también de otros factores
ambientales tales como la sequia, lo que significa que este aumento de la fotosintesis y
su perdurabilidad en respuesta al elevado CO, podria verse afectado por la
disponibilidad de agua edafica (Korner, 2000; Volk et al., 2000).

Cuando el analisis fotosintético fue llevado a cabo a la misma [CO;], 700 pmol

mol”, tanto en plantas crecidas a [CO,] ambiental como en plantas crecidas a elevada
[CO,], la capacidad fotosintética no mostrd una respuesta de aclimatacion, ni en plantas
regadas ni en plantas de sequia (Fig. 4.7). Este resultado se encuentra en contraposicion
con el hallado por Sicher (1998) y Bunce (2001), quienes observaron una reduccion de
la tasa neta de fijacion de CO, en hojas de cebada creciendo a elevada [CO,] y medidas
a elevada [CO,] comparando con las plantas de cebada crecidas a [CO,] ambiental y
medidas a elevada [CO,]. Esta diferencia puede ser debida a la mayor cantidad de
nitrato aportado en la solucién de riego (20mM) utilizada en nuestro estudio. Stitt y

Krapp (1999) postularon que la aclimatacion de la fotosintesis podria tener relacion con
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un aporte insuficiente de N, y Farage et al. (1998) no observaron aclimatacion cuando la
aportacion de N se hacia a un nivel Optimo continuo. Por consiguiente, el alto nivel de
nitrogeno aportado en nuestro experimento ha podido tener relacion con la no
regulacion a la baja de la fotosintesis, como también ha sido referenciado en otros
experimentos con aporte de abundante N (Curtis, 1996; Rogers et al., 1998; Farage et
al., 1998).

Por lo que respecta a la respuesta estomatica frente al elevado CO,, la gs en
plantas regadas descendié marcadamente y, a medida que el suelo se iba secando,
descendid de forma gradual. Mientras que tanto la aclimatacion estomatica (Tabla 4.4)
como la respuesta directa de gs a la elevada [CO;] variaron con la sequia, los
tratamientos con mayor efecto aclimatorio sobre la gs fueron los que menor respuesta
directa presentaban. Resultados similares obtuvo Bunce (2001) en los que también
concluy6 que la aclimatacion a la fotosintesis que observan en patata, trigo y cebada
sucedia con una ligera evidencia de aclimatacion estomatica y, en cambio, en sorgo, se
aprecid aclimatacion estomatica sin atisbos de aclimatacion fotosintética. Sin embargo,
las plantas regadas no mostraron aclimatacion, al igual que Leakey et al. (2006)
tampoco observaron aclimatacion de la gs en soja a elevada [CO,].

En plantas sometidas a sequia no se observaron diferencias significativas en la gs
salvo en el D16 donde se obtuvo una gs significativamente superior (39%) en plantas
crecidas bajo [CO,] ambiental y medidas a elevada [CO;] que en plantas crecidas y
medidas a elevada [CO;], por tanto, la doble [CO,] caus6é una leve aclimatacion
estomatica en el ultimo dia de sequia (Tabla 4.4 y Fig. 4.7). Segiin Bunce (2000) una
regulacion a la baja de la conductancia estomatica ocurriria en mayor medida cuanto
menor es el déficit de presion de vapor. Aunque ha sido observada una leve reduccioén
generalizada en la gs, la no aclimatacion de los estomas en plantas regadas estd en
concordancia con resultados previos en los que obtuvimos una relacion Ci/Ca constante
tras el enriquecimiento en CO,.

Tanto si la aclimatacidon estomatica es independiente del elevado CO, como si es
una consecuencia de la aclimatacion fotosintética del mesofilo, son cuestiones que ain
no se han confirmado. El hecho de que la relacion entre el CO, intercelular y el que
rodea a la hoja permanezca constante cuando la concentracion de CO, de crecimiento

varia, es indicativo de un acoplamiento entre la 4 y la gs (Tabla 4.1 y 4.4). Sin embargo,
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nuestros resultados, sobre la relacion entre 4 y gs en plantas de sequia, no parecen
indicar que la aclimatacion estomatica se deba al grado de aclimatacion fotosintética.

La respuesta aclimatoria al elevado CO, de gs y 4 es mas pronunciada en plantas
con deficiencia en N (Stitt y Krapp, 1999; Lodge et al., 2001; Del Pozo et al., 2005,
2007a), atn asi, la regulacion a la baja de la fotosintesis también ha sido atribuida a
cambios en la captacion de los fotones (Urban et al., 2003). Las bajas tasas de captacion
de fotones detectadas podrian estar de acuerdo con un descenso en el contenido de
clorofilas y carotenoides como ha sido observado en cebada por Sicher y Bunce (1997).
Del Pozo et al. (2007b) observaron una correlacion significativa entre el descenso en el
contenido de clorofilas, el déficit en nitrégeno y el aumento de aclimatacion al CO; en
plantas de trigo. Sin embargo, tampoco observamos cambios significativos en los

niveles de pigmentos en plantas regadas (Tabla 4.8).

4.3.3. Curvas A/Ci

De acuerdo a la teoria, existen tres procesos bioquimicos que pueden imponer
una limitacion en la tasa de fijacion de carbono in vivo. La inhibicion de la 4 medida a
bajas [CO;] internas indica una limitacion de la actividad Rubisco. La inhibicion de la 4
por encima de la [CO,] ambiental sugiere que la tasa de fijacion de CO,; esta limitada
por la tasa de regeneracion de la RuBP. La limitacion de sintesis de carbohidratos
(TPU) ocurre cuando la tasa de sintesis de almidon y sacarosa es baja y la
disponibilidad de Pi es insuficiente para realizar la fotofosforilacion (Sharkey, 1985;
Smith et al., 1990).

Al analizar las curvas de respuesta al CO, eliminamos el efecto del descenso de
la gs, inducido bien como respuesta a la elevada [CO,] de crecimiento o bien como
resultado de la sequia (Fig. 4.8). De esta manera fuimos capaces de deducir la
importancia relativa de las limitaciones estomaticas y metabdlicas de la fotosintesis en
ambas concentraciones de CO;, asi como la respuesta de los parametros bioquimicos
fotosintéticos al CO; y a la disponibilidad hidrica (Tabla 4.5). En las curvas observamos
que la asimilacion se vio practicamente saturada a Ci > 600 umol CO, mol™ tanto en
plantas de [CO;] ambiental como en las de elevada [CO,], lo cual esté relacionado con
la inhibicion impuesta por la regeneracion de la RuBP (Lawlor 2002). Esta regeneracion

de la RuBP estd mucho mas limitada por el estrés hidrico y, por tanto, la Amax,Ci
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disminuye progresivamente a medida que el estrés aumenta. La actividad in vivo de la
Rubisco (Vemax) y la capacidad regenerativa de la RuBP (Jmax) se vieron
incrementadas a elevada [CO,]. Por lo tanto, esta mayor capacidad de fijar carbono en
plantas a elevada [CO;] en parte estd relacionada con una reduccion de fotorrespiracion,
lo que se traduciria en una Amax superior, pero también con un aumento de la actividad
Rubisco, como se deduce del aumento en la eficiencia de carboxilacion, CE, calculada a
partir de las curvas in vivo A/Ci (von Caemmerer y Farquhar, 1981; Habash et al.,
1995). Este aumento de la capacidad fotosintética en condiciones de elevado CO,
también es consecuencia del aumento del transporte electronico, Jmax (Tabla 4.5),
especialmente en condiciones de elevada intensidad luminica (Fig. 4.8).

En nuestro estudio observamos un marcado descenso de las tasas de asimilacion
en cualquiera de las Ci cuando se impuso el estrés hidrico bajo ambas [CO;] (Fig. 4.8 y
Tabla 4.5). Tanto Amax,Ci como la CE disminuyeron significativamente con el
descenso del Ww, como también observaron Tezara et al. (2002), Sharkey y Badger
(1982), von Caemmerer y Farquhar (1984), Kellomaki y Wang (1996) y Lopes et al.
(2004). Los reducidos valores de Jmax y Vemax podrian indicar una disminucién de la
tasa de regeneracion de la RuBP y de la actividad Rubisco, respectivamente, como
también ha sido sugerido por Cornic y Fresneau (2002), Lopes et al. (2004) y Centritto
(2005). Se ha observado un mayor efecto del estrés hidrico sobre Jmax que sobre
Vemax, lo cual indica que la regeneracion de la RuBP se vio més afectada por la sequia
que la actividad carboxilasa de la Rubisco en ambas condiciones de CO,. Por otro lado,
se ha sugerido que, en algunos casos, la fotosintesis esta regulada a la baja en plantas
creciendo a elevada [CO,] como consecuencia de una baja tasa de translocacién de
fotosintatos desde las fuentes a los sumideros (TPU). Sin embargo, nosotros
encontramos un aumento de la TPU en plantas a elevada [CO,]. Cuando las plantas
estuvieron sometidas a sequia, la translocacion de fotosintatos fue muy reducida bajo
ambas [CQO;], indicando que la sequia afect6 a la traslocacion del carbono asimilado.

La respiracion, R/, muestra una tendencia a aumentar como consecuencia del
aumento del CO,, pero las diferencias proporcionadas son solamente significativas en
unos pocos experimentos (Ulman et al., 2000). Nuestros hallazgos mostraron que no
hubo diferencias en la R/ por la [CO;] cuando las plantas crecian con buena
disponibilidad hidrica (Tabla 4.5). Por el contrario, a medida que el suelo se fue
secando, la respiracion aumentd bajo ambas [CO;]. La mayor R/ se observé tras 16 dias

de sequia bajo [CO;] ambiental, un 21% superior que bajo elevada [CO,]. Este
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incremento de la respiracion podria estar relacionado con un aumento del consumo
mitocondrial de las reservas de hidratos de carbono en condiciones de estrés hidrico, ya
que la menor disponibilidad hidrica disminuye la fijacién de carbono y la planta tiene
que movilizar reservas. Puesto que la R/ es la liberacion de CO, respiratorio, al verse
aumentada, provoca que el punto de compensacion del CO;, [¢op, también aumentara
con la sequia. La elevada [CO,] provoca un aumento de la fotosintesis neta para una
misma Ci cuando comparamos las curvas de respuesta al CO, de plantas creciendo a
elevada [CO;] o [CO;] ambiental (Fig. 4.8). Por la propia definicion del punto de
compesacion del CO,, éste estd directamente relacionado con la fotorrespiracion en
general o pérdida de CO,. Por tanto, como vemos en nuestros resultados,
fotorrespiracion (Jo), disminuye en plantas a elevada [CO,] comparado con las de [CO;]
ambiental, mientras que la R/ apenas varia, lo que hace que el punto de compensacion
de CO, sea menor en plantas de elevada [CO;]. En cambio tanto el punto de
compesacion del CO, como la respiracion aumentan a medida que la sequia se hace mas
severa, ya que sucede un aumento del consumo mitocondrial de azlicares bajo estas
condiciones de estrés.

Las limitaciones estomatica (Ls) y no estomatica (Lm) de la 4 fueron
influenciadas tanto por la [CO,] como por el déficit hidrico. Las plantas creciendo a
[CO;] ambiental, a pesar de presentar una mayor gs, mostraron una mayor Ls al CO,
que las plantas a elevada [CO;], sugiriendo que, aunque el crecimiento a elevada [CO;]
induce cierre estomatico, la mayor concentracion externa de CO, y la estimulacion de la
fotosintesis compensan la limitacioén difusional impuesta por los estomas (Tissue et al.,
1995; Drake et al., 1997; Maherali et al., 2002). Se ha sugerido que el descenso de la 4
en condiciones de estrés hidrico es una gran consecuencia de la limitacion estomatica,
pero de acuerdo al modelo de Farquhar y Sharkey (1982), la Ls oscila en un rango del
20 al 50% (Escalona et al., 1999). En nuestro caso, la contribucion de la Ls a la
inhibicion de la fotosintesis, en condiciones de sequia, fue de un 40-47% en plantas a
[CO;] ambiental y alrededor de un 16-19% en plantas a elevada [CO;]. Tanto en
condiciones de riego como de sequia la Ls en condiciones de elevada [CO;] fue menor
que a [CO,] ambiental. A pesar de la alta correlacion entre la fotosintesis y la
conductancia estomatica, el impacto de la limitacion mesofilica sobre la fotosintesis
podria haber sido mayor. La Lm aumentd sustancialmente con la sequia y fue
significativamente menor en plantas a elevada [CO;] (38%) que en plantas a [CO;]

ambiental (71%). La inhibicion de la carboxilacion y el descenso en la translocacion de
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fotosintatos (TPU) podrian incrementar la limitacion no estomatica de la fotosintesis. A
este respecto, la Lm en condiciones de estrés hidrico ha sido atribuida a la reduccién de
la eficiencia de carboxilacion de RuBP, la regeneracion de la RuBP como hemos
observado nosotros, o a la reduccion en la cantidad de Rubisco (Tezara y Lawlor, 1995).
La Lm de la fotosintesis también pudo ser confirmada por los cambios detectados en la
actividad fotoquimica foliar (Tablas 4.6 y 4.7).

Recientemente, se ha investigado sobre la importancia relativa de la reduccion
de la A relacionada con la resistencia del mesofilo. Loreto et al. (1992) demostraron que
la conductancia del mesoéfilo era finita y que tenia un papel importante en condiciones
severas de estreses abidticos como el hidrico y el salino. En estos casos, la Ci no es
equivalente a la concentracion de CO,; intracloroplastica, Cc (Bernacchi et al., 2002;
Flexas et al., 2002). Autores como Bongi y Loreto (1989), Cornic et al. (1989) y Di
Marco et al. (1990) observaron que los valores de Cc son menores que los de Ci y que
estas diferencias aumentan bajo condiciones de estrés hidrico o salinidad. El descenso
de Cc inducido por sequia fue demostrado, independientemente, con técnicas de
discriminacion de oxigeno radiactivo y fluorescencia (Renou et al., 1990; Tourneaux y
Peltier, 1995; Sanchez-Rodriguez et al., 1999). Esta conductancia finita provocaria una
reduccién del CO, disponible para la Rubisco e introduciria otra posible limitacion de
difusion al CO, junto con la ya conocida gs, denominada gm. Jones (1973) sugiri6 que,
por tanto, la gm descenderia en condiciones de sequia y hoy en dia ya se conoce que la
gm varia segun los estreses ambientales (Flexas et al., 2008 y citas incluidas). Aun asi,
aunque las respuestas de la gm a la salinidad, sombreamiento, bajo nitrégeno y estrés
hidrico estan bastante generalizadas, son necesarios mas estudios sobre la respuesta de
la gm al CO,, al ozono y a la temperatura. También se ha estudiado la posible
aclimatacion de la gm al aumento de CO, y se ha visto que ocurre con menos frecuencia
aunque en algunas especies y/o cultivares si hubo aclimatacion de la gm (Singsaas et al.,
2003; Flowers et al., 2007). Asi, cuando se realizaron las curvas de respuesta 4/Cc de
plantas control y sometidas a estrés, las limitaciones estomaticas y del mesofilo solian
explicar efectos erroneamente atribuidos a la limitacion bioquimica, sobre todo a nivel
de carboxilacion (Centritto et al., 2003; Flexas et al., 2004). Por tanto, los datos
obtenidos a partir de las curvas A/Ci deben tomarse con precaucion hasta comprobar los
valores de la gm ya que se podria estar obteniendo una sobreestimacion de la velocidad

maxima de carboxilacion (Vemax) y, en menor medida, también la sobreestimacion de
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la capacidad méxima de transporte de electrones (Jmax) en condiciones de estrés hidrico
severo (Flexas et al., 2007).

Bajo condiciones de disponibilidad hidrica limitada, el cierre estomatico reduce
la disponibilidad de CO, en el mesofilo del cloroplasto, lo que conlleva una
disminucion de la fotosintesis especialmente al mediodia (Tehunen et al., 1987). Bajo
estrés moderado, el cierre estomdtico se considera el principal factor limitante de la
fotosintesis mientras que al incrementarse la sequia aparecen limitantes no estomaticos

(Flexas et al., 2002; Lawlor y Cornic, 2002; Pefia-Rojas et al., 2004).

4.3.4. Curvas A/PPDF

En nuestro estudio, la asimilacion neta en funcion de la luz incidente (Fig. 4.9)
aument6 en plantas bajo elevada [CO;] comparando con las plantas de [CO,] ambiental.
Numerosos experimentos llevados a cabo con plantas C3 y atmosferas enriquecidas en
CO; mostraron una estimulaciéon de la fotosintesis en condiciones de luz saturante
(Jones et al., 1985; Reddy et al., 1989, 1995; Druta, 2001; Fleisher et al., 2008). Una
mayor eficiencia fotoquimica obtenida en plantas bajo elevada [CO,], tanto en sequia
como en riego, parecia estar en consonancia con un aumento del transporte lineal de
electrones y una mayor eficiencia metabodlica en la utilizaciéon del ATP y del NADPH
(Tablas 4.5 y 4.6).

La fuerte reduccion de la fotosintesis en las plantas de sequia observada en las
curvas de respuesta a diferentes intensidades de luz (Fig. 4.9) podria deberse no s6lo al
cierre estomatico, sino también al dafio metabolico que se dedujo del descenso en la
eficiencia fotoquimica. Ademas, las plantas creciendo a elevada [CO,] mostraron una
capacidad de regeneracion de la RuBP (Tabla 4.5) mayor, asi como un incremento de
actividad potencial Rubisco, confirmada por una mayor eficiencia de carboxilacion
curvas A/Ci (Fig. 4.8 y Tabla 4.5). Por otro lado, las plantas creciendo bajo elevada
[CO,] presentan mayor rendimiento cuantico para eficiencias fotoquimicas similares
(PCO,/PPSII) (Fig. 4.10). Estos hallazgos nos muestran los mecanismos fisioldgicos y
bioquimicos mediante los cuales el elevado CO, pospone el riesgo de danar el aparato
fotoquimico, permitiendo que las plantas resistan mejor el déficit hidrico edafico. Como
consecuencia de esto y de que nuestras plantas no presentaron aclimatacion fotosintética

durante las cinco semanas de experimento a elevada [CO;] (Tabla 4.4), realmente
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parece que las plantas de cebada podrian aumentar su productividad a medida que se
incrementara la concentracion atmosférica de diéxido de carbono y mas cuanto mayor
sea la intensidad de luz, especialmente en condiciones de disponibilidad hidrica

restrictivas.

4.3.5. Fluorescencia y pigmentos

La menor disponibilidad de agua provoca en los cultivos un descenso en el
contenido hidrico en hojas lo que induce, primeramente, cierre estomatico, imponiendo
una restriccion a la entrada de CO, en las células del mesoéfilo y, por consiguiente,
produciendo un descenso en la tasa de asimilacion fotosintética en la hoja (Williams et
al., 1999; Lawlor y Cornic, 2002). Esta situacion podria aumentar la sensibilidad del
aparato fotosintético a la fotoinhibicion puesto que la absorcion de luz puede exceder a
la utilizada por la fotosintesis (Methy et al., 1996; Flexas et al., 1998; Escalona et al.,
1999). Se ha observado que cuando el estrés hidrico aumenta, los parametros de
fluorescencia se ven modificados (Mena-Petite et al., 2005). Seglin varios autores, estos
efectos estomaticos sobre la fotosintesis no parecen perturbar los procesos de eficiencia
fotoquimica del PSII o modificar otros parametros asociados a la fluorescencia como la
relacion Fv/Fm, tal y como se ha demostrado en diversas especies (Massacci y Jones,
1990; Ogren, 1990; Castonguay y Markhart III, 1991; Jeffries, 1994; Marler y
Mickelbart, 1998; Blaikie y Chaco, 1998; Lima et al., 2002; Nogués y Alegre, 2002).

En nuestro estudio Fv/Fm fue ligeramente reducido por el estrés hidrico (Tabla
4.7), lo que nos inducia a pensar que la sequia caus6 algin dafio. Sin embargo, este
dafio sobre la estructura o funcionalidad del aparato fotosintético (Fv/Fm) tan sélo fue
del 10-16% después de 13-16 dias en sequia bajo [CO,] ambiental y del 9% tras 16 dias
de sequia bajo elevada [CO,] y, por tanto, cuando las plantas crecian a elevada [CO;]
este efecto fue retrasado. Lawor y Cornic (2002) y Centritto (2005) también vieron que
Fv/Fm descendia solamente cuando el estrés hidrico era severo, sugiriendo que la
actividad del PSII era resistente al déficit hidrico (Tezara et al., 2008). Ademas, dicho
efecto negativo del estrés hidrico en el Fv/Fm fue reversible como se observo tras el
riego (Tabla 4.7). La eficiencia del PSII (®PSII) también fue reducida por la sequia
(Tabla 4.7). Cuando correlacionamos la atenuacion fotoquimica (¢gP) con el Ww

observamos una correlacion lineal puesto que a medida que el Ww fue haciéndose mas
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negativo el ¢gP descendia (Tabla 4.7). En la literatura aparecen resultados
contradictorios en relacion al efecto del estrés hidrico sobre el gP, ya que han sido
descritos desde descensos (Havaux et al., 1988; Loreto et al., 1995; Marques da Silva y
Arrabaca, 2004) hasta no efectos (Flagella et al., 1994; Lu y Zhang, 1999). La reduccion
en el gP y la ®PSII con la leve variacion de Fv/Fm podrian estar asociados con una
aclimatacion del PSII durante el estrés hidrico, representando asi un mecanismo de
fotoproteccion para igualar la tasa fotoquimica con el consumo de ATP y NADPH.

A pesar de que la [CO;] no afectd significativamente a ninguno de los
parametros de fluorescencia analizados (Tabla 4.7), Fv/Fm en plantas bajo [CO,]
ambiental y estrés hidrico presentd una reduccion mayor que bajo elevada [CO,] en
sequia y esto pudo ser debido a un procesamiento mas eficiente del ATP y del NADPH,
pero también a una mejor transduccion de la energia en los tilacoides en condiciones de
elevada [CO,], mientras que la eficiencia en la captura de energia de excitacion en los
centros de reaccion abiertos del PSII (F'v/F’m) apenas vari6 y el quenching fotoquimico
descendid bajo ambas [CO;] (39% y 20% para [CO;] ambiental y elevada [CO,],
respectivamente), descenso €ste proporcional al presentado por la eficiencia fotoquimica
del PSII (36% y 25% para [CO;] ambiental y elevada [CO;], respectivamente). Por otro
lado, en condiciones de riego y elevada [CO;] se obtuvo un 10% mas de ®PSII que en
plantas regadas bajo [CO;] ambiental. Este resultado esta en concordancia con los
obtenidos por Long y Drake (1991), Habash et al. (1995) y Cousins et al. (2004)
quienes también observaron un aumento en la ®PSII a elevada [CO;]. Por otro lado,
algunos autores como Keutgen y Chen (2001) no obtuvieron efecto del elevado CO; en
la mayoria de pardmetros de fluorescencia analizados y otros autores como Gutiérrez et
al. (2009) vieron diferente respuesta a la [CO;] (aumento o disminuciones) dependiendo
del estadio de desarrollo en el que se encontraran las plantas objeto de estudio.

El hecho de que las tasas de fotosintesis (Fig. 4.1B y D) se recuperaran hasta
valores de asimilacion similares a los de antes del inicio de la sequia indica que la
limitacion en la fijacion de CO, impuesta por las sequia no provoca un efecto
permanente en el aparato fotosintético. La atenuacién no fotoquimica (NPQ) no fue
significativamente afectada por la [CO,] en plantas regadas, indicando que no hubo
cambios en la disipacion general por mecanismos no fotoquimicos. En condiciones de
estrés hidrico, el NPQ aumenté a medida que el Ww disminuia, contribuyendo a la

disipacion no fotoquimica (térmica) de la energia (Lawlor y Cornic, 2002) y
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previniendo del dafio a los tilacoides. No obstante, bajo [CO,] ambiental y sequia el
NPQ aumenté mas que en plantas de sequia y elevada [CO,]. El componente mas
significativo del NPQ es la disipacion del exceso de energia “pH dependiente” (qE)
controlada por el gradiente de pH del tilacoide puesto que mientras el lumen se acidifica
el estroma se alcaliniza, lo que se traduce en el ApH transtilacoidal. Muller et al. (2001)
sugirieron que el pH del lumen juega un papel adicional en la regulacion del NPQ
ademas de sobre el ciclo de las xantofilas. Es posible que las mayores tasas de 4 en
condiciones de elevada [CO,] amortigiien el ApH lo suficiente como para reducir las
tasas de NPQ pero de manera insuficiente para revertir el ciclo de las xantofilas en
direccion a la violaxantina.

Aunque el déficit hidrico disminuy¢ la tasa maxima de transporte de electrones,
ETR-Jt, como se esperaba del descenso en la 4 (Tezara et al., 2002), la proporcion de
electrones dirigidos hacia la oxigenacion (Jo) aumentd en respuesta a la sequia bajo
ambas [CO;] (Tabla 4.7). El mantenimiento del flujo de electrones hacia reacciones de
oxigenacion, como son la fotorrespiracion y la reaccion de Mehler, puede minimizar o
prevenir al PSII del dafio en condiciones de sequia y podria explicar la baja variacion
del Fv/Fm en las plantas adaptadas a la oscuridad, indicando que la sequia no provocéd
un dafio permanente en el aparato fotosintético. Al igual que Hymus et al. (2001)
pudimos observar que el elevado CO, estimuld la tasa de transporte electronico
destinado a carboxilacion (Jc) en mayor proporcion que la supresion de la tasa de
transporte electronico que va a la oxigenacion (Jo), aumentando la tasa de transporte de
electrones total, ETR-Jt. Por tanto se vio modificado el balance entre carboxilacion y
fotorrespiracion (2,23 en plantas de [CO,] ambiental vs. 2,85 bajo elevada [CO,]) como
resultado de los cambios cinéticos de la Rubisco ya que al aumentar el sustrato ([CO;])
aumenta la velocidad/tasa de formacion del producto 3-fosfogliceraldheido (Habash et
al., 1995). Este hecho podria explicar el menor efecto de la sequia sobre ¢gP, con la
menor reduccion de los intermediarios fotoquimicos y la mitigacion del efecto del estrés
hidrico en la maquinaria fotosintética (fotoinhibicion), como se deduce de mayores
valores de Fv/Fm y ®PSII en plantas crecidas a elevada [CO;]. Resultados similares
observaron Zhang y Dang (2005), confirmando la teoria de que la estimulacién de la
fotosintesis por parte del elevado CO, ocurre a través de la promocion de la
carboxilacion primero de la Rubisco y de la disminucién de la fotorrespiracion

(Lambers et al., 1998).
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La asimilacion fotosintética de CO, suele estar fuertemente inhibida durante el
estrés hidrico inducido por la sequia (Boyer 1970a, b; Boyer y Bowen, 1970) porque la
actividad de los enzimas del ciclo reductivo de las pentosas fosfato, como la Rubisco,
esta fuertemente inhibida en algunas especies a potenciales hidricos cercanos a —0,90
MPa (Hay y Walker, 1989). Sin embargo, la tasa de transporte electronico es mucho
mas tolerante al estrés hidrico y, dependiendo de la especie vegetal, la tasa fotosintética
de transporte de electrones en los cloroplastos foliares a altas intensidades de luz puede
ser tan solo un 20% menor que a intensidad normal a potenciales hidricos de —2,50 MPa
(Boyer y Bowen, 1970; Hay y Walker, 1989). En nuestro estudio, la inhibicién no
estomatica de la fotosintesis es muy significativa en condiciones de sequia lo que
corrobora que la fotosintesis estuvo mas determinada por la pérdida de actividad de los
cloroplastos que por el incremento de la resistencia a la difusion de CO,. Sin embargo,
cuando las plantas de sequia se rehidrataron, las variaciones reversibles detectadas en el
transporte de electrones indicaron que la limitacion no estomatica descendid, ya que
procesos tales como la respiracion, fotorrespiracion, etc., forman parte de los factores no
estomaticos (Antolin, 1991).

En cuanto a los pigmentos, la sequia tuvo un efecto negativo sobre la
concentracion de clorofilas a y b. Una respuesta similar observo Antolin (1991) en
plantas de alfalfa sometidas a estrés hidrico severo.

En condiciones de riego la [CO,] provocd un aumento del 23% y 16% en
clorofila a y b, respectivamente, al final del estudio comparando con las plantas que
crecieron bajo [CO,] ambiental. Ingvardsen y Veierskov (1994), trabajando también con
cebada, Bunce y Sicher (2001) en soja, Fernandez et al. (2002) en mandioca y Agiiera et
al. (2006) en pepino no observaron cambios significativos en el contenido de clorofila a
y b bajo diferentes concentraciones de CO,. Por el contrario, Sicher (1997, 1998, 1999)
en estudios llevados a cabo en cebada y elevada [CO,] observd lesiones clordticas
causadas por un menor contenido en pigmentos y afirmo que la aparicion de clorosis fue
mas evidente en plantas creciendo con un PPDF moderado-alto. Dado que ¢l cultivo sus
plantas con una mayor radiacién (900 pmol m? s™') que nosotros (400 pmol m? s™),
estas diferentes condiciones de crecimiento podrian explicar parcialmente que no
encontraramos clorosis en nuestras plantas bajo ambas [CO,]. Sin embargo, el elevado

CO, caus6 una reduccion del 15% en el contenido de carotenoides con respecto a las
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plantas control bajo condiciones atmosféricas de CO,. Resultados similares obtuvieron
Agiiera et al. (2006) aunque la reduccion result6 algo superior, alrededor del 25%.

La concentracion de clorofila disminuy6 con la sequia mas a [CO,] ambiental
(Chl a y b: 50%) que a elevada [CO,] (Chl a: 19% y Chl b: 30%). Esto sugiere que la
elevada [CO,] protege a la planta del efecto de la sequia sobre los pigmentos. Similar
argumentacion fue sugerida por Schwanz y Polle (2001) al observar menores descensos
de los pigmentos bajo condiciones combinadas de sequia y CO; en roble y pino. La
clorofila a se encuentra tanto en los sistemas de captacion de energia luminosa (antena)
como en los centros de reaccion, mientras que la clorofila » solo se encuentra en los
sistemas antena. Segin nuestros resultados, en general, se observo un descenso mayor
de clorofila b que de clorofila a, bajo ambas concentraciones de CO,. Habida cuenta que
la clorofila b se halla exclusivamente en las antenas, el mayor efecto de la sequia sobre
esta clorofila seria indicativo de un efecto mayor del estrés hidrico sobre los sistemas

captadores de luz que sobre los centros de reaccion.

4.4. Conclusiones

* La sequia produce una disminucion de los procesos fotosintéticos
estudiados. Por un lado, la asimilacion de CO,, la conductancia
estomatica y la concentracion interna de CO, presentaron menores tasas
a causa del estrés hidrico. Por otro lado, todos los pardmetros que se
deducen de las curvas de luz y CO,, asi como la fluorescencia también
aparecen modificados por la restriccion hidrica. La gran reduccion
causada en las tasas de fotosintesis bajo el estrés hidrico se debe no solo
a la limitacion estomadtica sino también al deterioro metabdlico que se
deduce del descenso en la eficiencia fotoquimica.

* El efecto del elevado CO, sobre la 4, gs, E, Ci, ITE, RQ, @, y sobre la
casi totalidad de los parametros que se deducen del analisis de las curvas
de luz y CO,, asi como el contenido en pigmentos, fue significativo tanto
en riego como en sequia. El transporte lineal de electrones se vio
aumentado, mejorando asi la utilizacion del ATP y NADPH. Ademas, las
plantas crecidas con elevada [CO,] mostraron una mayor regeneracion de

RuBP asi como un incremento de la actividad potencial de la Rubisco,
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como se deduce de la eficiencia de carboxilacion. Las plantas bajo
elevada [CO;] mostraron mayor rendimiento cuantico de la fotosintesis
para una eficiencia fotoquimica similar (PCO,/®PPSII). En cambio, los
parametros de fluorescencia no se vieron afectados significativamente
por la [CO,] aunque fueron ligeramente mejorados.

Las plantas sometidas a estrés hidrico y elevada [CO;] mantienen
mejores tasas fotosintéticas que las plantas en sequia y [CO;] ambiental y
por tanto también muestran mejores tasas de /TE. Este estado hidrico
mejorado de las plantas de sequia y elevado CO; podria ser el resultado
de una regulacion estomatica mas que de un ajuste osmotico.

Por tanto, el elevado CO, induce una menor gs y una menor transpiracion
contribuyendo a mantener el Ww y CHR. De este modo, aumentos en la
[CO;] actual, a pesar de la combinacidon con otros estreses abioticos
como la sequia, pueden mitigar los efectos adversos de ésta sobre la
fotosintesis observados en las plantas creciendo a [CO,] ambiental.

Tras la recuperacion hidrica también los parametros fotosintéticos 4, gs,
E y Ci, asi como los pigmentos y la mayoria de parametros de
fluorescencia mostraron valores cercanos al control en riego mostrando

que el dafio producido por la sequia fue reversible.



QUINTO CAPITULO

METABOLISMO DEL NITROGENO*

*Datos parcialmente publicados en Robredo ef al., Environmental and Experimental Botany, 71: 399-408
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5.1. Introduccion y objetivos

El nitrato es la forma predominante de nitrogeno disponible en el suelo para la
mayoria de las especies cultivadas. La asimilacion de nitrato por medio de la Nitrato
Reductasa (NR, EC 1.5.6.1) puede considerarse la via principal de incorporacion del
nitrogeno inorgénico en formas organicas utiles para el metabolismo vegetal (Stitt y
Krapp, 1999) a pesar de que los costes energéticos de la utilizacion del nitrato
(aproximadamente 2,4 g glucosa por g de proteina producida) son mayores que los de
amonio (1,8 g de glucosa por g de proteina) (Zerihun et al., 1998). Dicha asimilacion
puede consumir mas del 25% de la energia producida en la fotosintesis (Solomonson y
Barber, 1990).

La disponibilidad de N es un factor limitante para la producciéon en muchos de
los ecosistemas terrestres y es un importante regulador en la respuesta de las plantas al
elevado CO,. El estado del N en la planta depende tanto de la disponibilidad del N del
suelo como de la capacidad de la planta para tomarlo y asimilarlo. Ademas la reduccion
de nitrato es un paso limitante en la asimilacion del mismo (Natali et al., 2009). La
reduccion del nitrato es, ademds, un componente importante en la respuesta fisiologica
de la planta al elevado CO, y al secuestro de carbono terrestre.

Aunque generalmente se asume que en plantas herbaceas la asimilacion de
nitrato ocurre principalmente en la hoja y en plantas lefiosas en la raiz (Andrews, 1986;
Andrews et al., 1992), dependiendo de la especie vegetal y de la concentracion de
nitrato en el medio, una determinada proporcion del mismo se transporta a través del
xilema hasta las hojas (Andrews, 1986) donde es reducido hasta amonio pudiendo
después ser acumulado en las vacuolas o permanecer en el citosol (Fig. 5.1). La
conversion de nitrato a amonio consta de dos etapas: primera, el nitrato es reducido a
nitrito en el citosol via Nitrato Reductasa y, segunda, el nitrito es reducido a amonio en
los plastidios via Nitrito Reductasa (NiR, EC 1.7.7.1). Posteriormente, la Glutamina
Sintetasa (GS, EC 5.3.1.2) cataliza la incorporacion de amonio al L-glutamato para
formar L-glutamina con gasto de ATP. La glutamato sintasa ferredoxina-dependiente
(fd-GOGAT, EC 1.4.7.1), en una transamidacion reductiva transfiere el grupo amida de
la glutamina al a-cetoglutarato con gasto de poder reductor produciendo dos moléculas
de glutamato. Uno de estos glutamatos serd de nuevo substrato de la GS, lo que permite

el mantenimiento del ciclo, y el otro glutamato podra utilizarse en otros procesos
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requeridos por la célula. Se han descrito
Hoja

2 isoformas de la GS presentes en hojas

Cloroplasto

NO, —» NH," — Aminodcidos

(McNally et al., 1983), que se conocen

NO, como GSI1, localizada en el citosol

NH,*—> Aminoécidos

.V acuola

(Mann et al., 1979; Wallsgrove et al.,
1980) y GS2, localizada en los
cloroplastos (O'Neal y Joy, 1973).

Debido a que la isoforma GS1 aparece
en una menor proporcion en la mayoria
de las especies vegetales y debido a que
es insuficiente para reasimilar todo el
amonio celular producido, el amonio

debe entrar en el cloroplasto para que
Fig. 5.1. Esquema general de toma de nitrégeno en GS2 y fd-GOGAT lo asimilen. Para
plantas no noduladas. Las raices de las plantas
pueden importar nitrato, amonio y otros compuestos
nitrogenados desde el suelo. Para que pueda
utilizarse en la sintesis de aminas y amidas, debe ser
reducido a nitrito y luego a amonio. La reduccion 3] cloroplasto a la misma velocidad que
del nitrato en el citosol y el almacenamiento en la

vacuola son procesos que pueden ocurrir tanto en  €ste exporta glutamato al citosol (Yu y

hojas como en raices (Buchanan et al., 2000). ] .
Woo, 1988). Tras la sintesis del

equilibrar el ciclo, la glutamina o el

amonio y el a-cetoglutarato deben entrar

glutamato, las aminotransferasas transfieren el grupo amino del glutamato al aspartato y
a la alanina. El glutamato, el aspartato y, ocasionalmente, la glutamina se comportan
como amino-donadores para la sintesis de otros aminoacidos, nucleétidos y compuestos
celulares que contienen nitrogeno. Actualmente se considera que el ciclo GS/GOGAT
es la via principal de incorporacion de amonio en compuestos organicos en condiciones
fisiologicas (Miflin y Lea, 1976; Wallsgrove et al., 1983; Lea et al., 1984). Este amonio
puede proceder de fuentes externas tomandose directamente del medio, o de fuentes
internas como producto del catabolismo de compuestos nitrogenados o de la
fotorrespiracion.

Al mismo tiempo, la concentracion de amonio, glutamina o glutamato en hoja se
ve afectada tanto por la tasa de reduccion del nitrato (Deng et al., 1989) como por la
tasa de fotorrespiracion (Martin et al., 1983). La fotorrespiracién representa la mayor
fuente de amonio foliar de plantas C3. En ocasiones las tasas de fotorrespiracion son

muy altas, pudiendo alcanzar el flujo de amonio una producciéon 10 veces mayor que el
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derivado de la asimilacion inicial de nitrato llevada a cabo por el enzima NR (Keys et
al., 1978; Givan et al., 1988; Migge et al., 1997).

El enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.3) también es capaz de
incorporar el amonio al a-cetoglutarato, con gasto de poder reductor, para formar
glutamato, si bien su principal papel seria catalizar la reaccidon inversa en los procesos
catabolicos. Durante mucho tiempo se consideré a la GDH como el enzima clave de la
incorporacion de amonio en aminoacidos debido a su ubicuidad en los organismos vivos
y a su presencia en altas concentraciones en determinados tejidos (Loyola-Vargas y
Sanchez-Jiménez, 1984; Srivastava y Singh, 1987). Sin embargo, su baja afinidad por el
amonio ha sido un argumento empleado frecuentemente para cuestionar su papel
aminante (Miflin y Lea, 1976, 1980). De hecho, a la GDH se le asigna como funcion
principal el catabolismo del glutamato (Miflin y Lea, 1980; Stewart et al., 1980)
presentando una participacion menor en su sintesis (Wallsgrove et al., 1983, 1987). No
obstante, también se le ha asignado un papel complementario de la ruta GS/GOGAT
bajo determinadas circunstancias, tales como durante la senescencia (Lauri¢re y
Daussant, 1983), o bajo condiciones de estrés cuando los niveles de amonio pueden
resultar toxicos para las plantas, bien porque se produce un desacoplamiento de la
fotofosforilaciéon o porque se producen alteraciones en las membranas. En dichas
circunstancias las plantas pueden utilizar la GDH como un mecanismo de
desintoxicacion (Wild et al., 1987). Asimismo, cuando la ruta GS/GOGAT esta dafiada
(Srivastava y Singh, 1987) o inhibida por diferentes agentes quimicos como el herbicida
fosfinotricina (Lacuesta et al., 1990), la actividad aminante de la GDH incrementaria su
importancia en la incorporacion de amonio. Este enzima es preferentemente
mitocondrial, dependiente de NADH, aunque también se ha localizado en el cloroplasto,
dependiente de NADPH (Chou y Splittsoesser, 1972; Wallsgrove et al., 1979).

Como hemos sefialado anteriormente, NR, GS y GDH son enzimas clave en el
metabolismo del nitrogeno (Lam et al., 1996). Ademads, también estan involucradas en
la fotosintesis y el metabolismo de carbohidratos (Evans 1983; Solomonson y Barber,
1990; Sibout y Guerrier, 1998; Llorens et al., 2003; Hirel et al., 2005). Asi, una gran
proporcion del nitrogeno en la planta estd localizado en las hojas a lo largo de todo su
desarrollo, invirtiéndose gran parte en el aparato fotosintético (Makino y Osmond
1991).

La asimilacion del nitrégeno estd afectada por distintos factores ambientales

entre los que cabe sefialar la disponibilidad hidrica. Estd ampliamente aceptado que la
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sequia tiene un efecto negativo sobre la concentracion de N (Sinclair et al., 2000) y
sobre el contenido en aminoécidos y proteinas solubles. Ademas, se ha constatado que
la sequia produce un descenso en la actividad NR como se ha observado en trigo (Xu y
Yu, 2006; Kathju et al., 1990), patata (Ghosh et al., 2000) y maiz (Foyer et al., 1998),
descenso que se correlaciona estrechamente con la caida en la asimilacion de CO; lo
que indica una estrecha co-regulacion del metabolismo del carbono y del nitrégeno en
plantas superiores.

Por otro lado, al estar interconectados los metabolismos del C y del N, ambos se
regulan reciprocamente (Evans 1983; Llorens et al., 2003). La asimilacion del nitrogeno
en las plantas requiere poder reductor, ATP y esqueletos carbonados que en ultimo
término dependen de la fotosintesis. Esta a su vez depende de la disponibilidad de
nutrientes, como el nitrogeno, y de sus tasas de toma y asimilacion.

Bajo el creciente aumento de CO, atmosférico, se ha constatado que las tasas de
fotosintesis se ven incrementadas (ver Capitulo 4). Dicha respuesta, sin embargo, puede
variar con la especie y el tipo de metabolismo. La incidencia del alto CO, sobre la
asimilacion del nitrato y del amonio presenta resultados contradictorios: se han obtenido
ligeros incrementos de la actividad NR en especies como mostaza (Maevskaya et al.,
1990) o Vigna radiata (Sharma y Sen Gupta, 1990), y descensos en otras como trigo
(Hocking y Meyer, 1991a, b) o maiz (Purvis et al., 1974).

Aunque existen varios estudios sobre la interaccion del elevado CO, y la toma
de nitrégeno, existen dos razones principales que hacen necesario un analisis detallado
del metabolismo del nitrégeno para entender el mecanismo que rige la respuesta al
elevado CO, cuando, ademads, dicho factor interacciona con la sequia. La primera,
porque un incremento en la tasa de crecimiento bajo elevado CO; puede llevar a la
planta a modificar su desarrollo y crecimiento, limitado por el nitrogeno, y algunos de
los mecanismos metabolicos y fisioldgicos podrian verse afectados de forma indirecta.
La segunda hace referencia a la necesidad de identificar los cambios significativos en la
regulacion del metabolismo, el desarrollo y el crecimiento de plantas a elevada [CO,]
para conocer la respuesta del metabolismo del N. Esta respuesta podria incluir factores
que aumenten la toma y asimilacion de nitrogeno, o la localizacion del nitrégeno en la
célula y en la planta.

En resumen, por un lado, la sequia afecta al metabolismo del N a nivel de toma,
reduccion y asimilacion mientras que, por otro lado, la incidencia del alto CO, sobre la

asimilacion del nitrato y del amonio presenta resultados contradictorios.
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Los objetivos del presente capitulo han sido:

* Estudiar como afecta la sequia a los procesos de reduccion de N y de
incorporacion de amonio.

* Analizar si el CO, modifica, potencia o amortigua el efecto negativo de la sequia
en el metabolismo del N.

e Evaluar la capacidad de las plantas para recuperarse del estrés hidrico, bajo

ambas condiciones de [CO;], ambiental y elevada.

Por todo ello, para dilucidar qué ocurre cuando estas variables afectan a la
cebada de forma individual o combinada, hemos determinado las actividades
enzimaticas NR, GS y GDH, asi como el contenido proteico soluble total en plantas de

cebada sometidas a sequia y en atmosfera enriquecida en CO,.

5.2. Resultados

5.2.1. Actividad nitrato reductasa, NR

NO3;+NADH+H — NO,+NAD" + H,0

La actividad NR potencial méxima, medida con EDTA (Fig. 5.2) se vio afectada
significativamente tanto por la sequia como por el CO, (P <0,001). Cuando las plantas
crecieron con buena disponibilidad hidrica y elevada [CO,] presentaron un 30% mas de
actividad NR-EDTA al comienzo y tras 9 dias de estudio (DO y D9) que las plantas de
[CO;] ambiental. A partir del dia 13 (D13 y D16) estas diferencias disminuyeron.
Cuando las plantas crecieron a [CO,] ambiental y ademds se sometieron a sequia se
observaron descensos del 17%, 38% y 45% en los tratamientos de 9, 13 y 16 dias de
sequia, respectivamente. Por otro lado, también se observd un efecto negativo, aunque
menor, de la sequia en las plantas crecidas a elevada [CO,] con descensos del 7%, 11%
y 23% para los tratamientos D9, D13 y D16, respectivamente. El efecto del tiempo de
exposicion al tratamiento sobre la actividad NR-EDTA no fue significativo (Fig. 5.2),
sin embargo, la interaccion entre los factores edad y sequia resultd estadisticamente
significativa (P < 0,05) asi como la interaccidon entre la sequia y la concentracion de

CO, (P <0,05).
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Fig. 5.2. Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre la actividad NR en
presencia de EDTA. A) DO representa las plantas bien regadas al inicio del estudio: [CO,] ambiental
(barras naranjas) y [CO,] elevada (barras grises); D9, D13 y D16 representan los dias 9, 13 y 16,
respectivamente, donde se mantienen plantas regadas (barras oscuras) y en sequia (barras claras). B) R1 y
R2 representan las recuperaciones hidricas de las sequias S9 y S13, respectivamente. Los valores son la
media + ES de tres experimentos independientes, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo
dia de medida, las diferentes letras representan diferencias significativas a un nivel de P < 0,05. Dentro
del mismo dia de medida y para igual tratamiento hidrico el * indica diferencias significativas a P < 0,05

entre los tratamientos de CO, y el mismo tratamiento hidrico.

Tras el restablecimiento del riego (Fig. 5.2B), se observd que las plantas
sometidas a sequia durante 9 dias y luego rehidratadas (R1) mostraron valores cercanos
al control (83%) a [CO,] ambiental o ligeramente superiores a elevada [CO,]. La
recuperacion de S13 (R2) también fue considerable, de modo que los valores fueron un
75% y un 86% del valor control en [CO;] ambiental y elevada, respectivamente (Fig.
5.2B).

Cuando analizamos la actividad NR real, medida en presencia de Mg”" (Fig.

5.3), observamos que tanto la sequia como la [CO,] ejercen un efecto significativo sobre
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la actividad (P < 0,001). Las plantas que crecieron a elevada [CO;] y riego mostraron
valores de reduccion de nitrato un 85%, 60%, 48% y 45% mayores que las que crecian a
[CO,] ambiental en los dias 0, 9, 13 y 16, respectivamente (Fig. 5.3A). Por otro lado,
cuando las plantas se sometian a sequia y elevada [CO,] también presentaban mayores
tasas de actividad NR-Mg*" que las que crecian a [CO,] ambiental. Los porcentajes de
incremento fueron del 136%, 75% y 273%, para las sequias de 9, 13 y 16 dias,
respectivamente (Fig. 5.3).

El efecto de la sequia a [CO,] ambiental provocd descensos del 51%, 59% y
82% para las sequias de D9, D13 y D16, respectivamente. En condiciones de elevada
[CO;] la sequia produjo descensos del 27%, 38% y 49%, para las mismas sequias,
respectivamente. Por tanto, el efecto de la sequia fue mas acentuado a [CO,] ambiental
que a elevada (Fig. 5.3A).

A diferencia de la actividad NR-EDTA (Fig. 5.2), no se observaron
interacciones significativas entre los factores analizados, aunque si se obtuvo efecto
significativo del tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,05) ademas del CO, y de la
sequia, sobre la actividad NR-Mg*" (Fig. 5.3).

El restablecimiento del riego (Fig. 5.3B) recuper6 la actividad NR-Mg”" hasta
alcanzar valores iguales al control tras 7 dias de riego de las plantas R1 tanto a elevada
[CO;z] como a [CO;] ambiental. Las plantas R2 alcanzaron el 88% y 91% de sus
correspondientes controles bajo [CO;,] ambiental y elevada, respectivamente (Fig.
5.3B).

El estado de activacion del enzima NR (Tabla 5.1) fue mayor en plantas regadas
que en plantas sometidas a sequia. Ademas, la tendencia general fue a disminuir con la
edad. Asi, en el caso de las plantas regadas, desde el DO al D16, el estado de activacion
disminuy6 un 36% y un 33%, en [CO,] ambiental y elevada, respectivamente (Tabla
5.1). Igualmente, en plantas sometidas a sequia, el estado de activacion del enzima NR
disminuy6 un 77% y un 56%, en [CO,] ambiental y elevada, respectivamente (Tabla

5.1).
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Fig. 5.3. Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre la actividad NR medida

en presencia de Mg®*. Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 5.2.

En las plantas sometidas a sequia se observo un marcado descenso a medida que
¢ésta se hacia mas severa. En condiciones de [CO;] ambiental (Tabla 5.1) y respecto a
sus tratamientos de riego se obtuvieron descensos del 41%, 33% y 64% en las sequias
de D9, D13 y D16, respectivamente. Por otro lado, a [CO,] elevada observamos
descensos del 22%, 30% y 35% en las sequias de D9, D13 y D16, respectivamente.

Tabla 5.1. Estado de activacion del enzima NR (%) en condiciones de riego (Control) y estrés hidrico

(Sequia) bajo diferentes concentraciones de CO, a lo largo de 16 dias.

Control Sequia
Dias 350ppm 700ppm 350ppm 700ppm
0 41,6 58,5 41,6 58,5
9 43,9 49,8 25.9 38,9

13 29,7 40,6 19,8 28,3
16 26,8 39,4 9,6 25,8
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Cuando se compard el efecto del CO; sobre plantas que presentaban un potencial
hidrico al mediodia similar, de -0,9MPa (Fig. 5.4), la actividad NR-EDTA fue un 56%
superior a elevada [CO;] que a ambiental (Fig. 5.4A). Transcurridos 3-4 dias, el
potencial hidrico disminuy6 hasta -1,3MPa y observamos que la actividad NR-EDTA
seguia siendo un 38% superior a elevada [CO,] que a ambiental (Fig. 5.4A). Si
analizamos la actividad NR-Mg”" (Fig. 5.4B), a igual Wwpq se observaron mayores
tasas de actividad a elevada [CO;] que a ambiental. Esto es, para un Wwy,4 de -0,9MPa
la actividad NR-Mg”" era un 71% mayor a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental y para
un Wwpg de -1,3MPa también se obtuvo un 79% mas de actividad NR-Mg2+ a elevada

[CO3] que a ambiental.
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Fig. 5.4. A) Correlacion entre la actividad NR-EDTA vy el potencial hidrico al mediodia (Ww,,q). B)
Correlacion entre la actividad NR-Mg”" y el potencial hidrico al mediodia (Wwyyg). Los circulos se
corresponden con plantas regadas (valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados
representan plantas en sequia durante 9, 13 6 16 dias. Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en

color naranja. La linea de tendencia y el factor de correlacion se corresponden con una funcion lineal.
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5.2.2. Actividad glutamina sintetasa, GS

glu+NH, + ATP —» gln + ADP + P; + H,0

La actividad GS (Fig. 5.5) se vio influenciada significativamente por la
disponibilidad hidrica (P <0,001) y por la [CO,] (P <0,001). En plantas bien regadas y
crecidas a [CO;] ambiental la actividad GS tendia a incrementarse con la edad de la
planta, mientras que las plantas crecidas con ese mismo régimen hidrico pero a elevada
[CO;] presentaban un ligero incremento de la actividad GS hasta el dia 9 de estudio,
permaneciendo constante posteriormente. La actividad GS mostr6 un acentuado
descenso por efecto de la sequia en ambos tratamientos de CO, (Fig. 5.5A). En [CO;]
ambiental, la actividad GS disminuyd un 27%, 41% y 59% tras 9, 13 y 16 dias de
sequia, respectivamente (Fig. 5.5A). Por otro lado, bajo elevada concentracion de CO,
los descensos fueron inferiores, siendo de un 19%, 22% y 31% para las sequias de 9, 13
y 16 dias, respectivamente (Fig. 5.5A). La actividad GS fue superior en el tratamiento
de elevado CO,. En las plantas regadas (Fig. 5.5A), la actividad media de la GS, a lo
largo de todo el estudio, fue un 25% superior a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental.
Por otro lado, la actividad media GS de las plantas en sequia fue un 60% superior a
elevada [CO] que a [CO;] ambiental (Fig. 5.5A). En la sequia mas prolongada (D16) se
observé una actividad GS un 79% superior respecto a la de CO, ambiental (18 pmol y-
GHM mg'1 prot h' a elevada [CO,] frente a 10 pmol y-GHM mg'1 prot h' a [CO]
ambiental) por lo que el efecto del CO; sobre las plantas privadas de riego fue mayor

cuanto mas se prolongo la sequia (Fig. 5.5A).
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Fig. 5.5. Actividad GS a lo largo del tiempo bajo la interaccion de la sequia y el elevado CO,.

Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 5.2.

En todos los casos, tras el restablecimiento del riego, el enzima GS recuper6 su
actividad hasta valores cercanos al control (Fig. 5.5B). Concretamente, a [CO;]
ambiental la recuperacion R1 fue total, alcanzando valores similares al control al final
del estudio y la R2 alcanzé el 79% del mismo. Las recuperaciones a [CO;] elevada
alcanzaron un 96% y un 89% de su control, para R1 y R2, respectivamente (Fig. 5.5B).

Cuando se analiz¢ el efecto del CO, sobre las plantas que presentaban un estado
hidrico similar (Fig. 5.6), se observd que para un Ww de aproximadamente -0,9MPa la
actividad GS a elevada [CO;] era un 39% superior que a [CO,] ambiental. A medida
que disminuia el potencial hidrico (hasta -1,3MPa) observamos que la actividad GS
permanecié un 40% superior a elevada [CO;] que a[CO,] ambiental. Este resultado
viene a respaldar el retraso temporal del efecto negativo de la sequia sobre las plantas de

cebada cuando éstas crecen a una concentracion de CO, atmosférica superior a la

ambiental.
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Fig. 5.6. Correlacion entre la actividad GS y el potencial hidrico al mediodia (Ww,,q). Los circulos se
corresponden con plantas regadas (valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados
representan plantas en sequia durante 9, 13 6 16 dias. Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en

color naranja. La linea de tendencia y el factor de correlacion se corresponden con una funcidon

polindémica de grado 2.
5.2.3. Actividad glutamato deshidrogenasa, GDH

La actividad GDH se ensayo en los dos sentidos de la reaccion, aminante (GDH-
NADH) y desaminante (GDH-NAD"), mostrandose los resultados obtenidos en las

figuras 5.7 y 5.8, respectivamente.

5.2.3.1. Actividad aminante, GDH-NADH

a-cetoglutarato + NH; + NADH —— 2glu + H,0 + NAD"

La actividad GDH-NADH (Fig. 5.7) disminuyé moderadamente con la sequia (P
< 0,05). Tras 16 dias de sequia, se observaron descensos del 22% y 24% a [CO;]

ambiental y elevada, respectivamente (Fig. 5.7A).
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Al analizar la influencia de la [CO;] no se observé efecto significativo (Fig. 5.7)
sobre las plantas control ni tampoco sobre las plantas en sequia (Fig. 5.7A).

Cuando se comprobd como respondian las plantas de sequia al restablecimiento
hidrico (Fig. 5.7B) se observd que se recuperaban hasta mostrar valores similares a sus
controles a elevado CO,, alcanzando el 96% de su valor control a la concentracion de

CO, ambiental (Fig. 5.7B).
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" T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento.

Fig. 5.7. Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre la actividad GDH-

NADH. Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 5.2.

5.2.3.2. Actividad desaminante, GDH-NAD"

2glu + H,O + NAD" —— a-cetoglutarato + NH," + NADH

Se observo un efecto significativo tanto de la sequia, de la [CO;] y del tiempo de
exposicion al tratamiento como de sus interacciones (P < 0,001) sobre la actividad

GDH-NAD" (Fig. 5.8). Cuando las plantas fueron sometidas a déficit hidrico (Fig.
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5.8A) dicha actividad enzimatica aumentd fundamentalmente a partir de 13 dias de
sequia. La respuesta no fue de la misma magnitud si las plantas crecian a elevada [CO,]
0 a [CO,] ambiental. Asi, a [CO;] ambiental la actividad GDH-NAD" aumento un 143%
y un 328% para los tratamientos D13 y D16, respectivamente. En cambio, cuando las
plantas crecian a [CO;] elevada se observaron aumentos del 18% y 84% en los

tratamientos D13 y D16, respectivamente (Fig. 5.8A).
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Fig. 5.8. Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre la actividad GDH-

NAD". Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 5.2.

Al restablecer el riego (Fig. 5.8B) se observd que a elevada [CO;] R1 y R2
mostraron valores similares a los de plantas control. A [CO,] ambiental R1 resulto
similar al control mientras que R2, aunque disminuyé su actividad GDH-NAD", todavia
representaba un 51% mas que el valor control (Fig. 5.8B).

Al analizar el efecto del CO; sobre las plantas que presentaban un mismo estado
hidrico, independientemente de la edad, observamos que la actividad GDH-NADH (Fig.
5.9A) fue similar. Tanto para Wwp,g de -0,9MPa como de -1,3MPa obtuvimos tasas de
actividad practicamente iguales (Fig. 5.9A). Por el contrario, al analizar la actividad
GDH-NAD" (Fig. 5.9B), vimos que para un Wwyg similar de -0,9MPa la actividad

resultd un 13% inferior a [CO;] ambiental y, en cambio, para un Wwy,q de -1,3MPa fue
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un 12% inferior a [CO;] elevada. Hay que recordar que el Wwy,q de -0,9MPa tras 13 dias

de sequia en plantas de elevada [CO,] se alcanzé 3 dias antes en plantas de [CO;]

ambiental.
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Fig. 5.9. A) Correlacion entre la actividad GDH-NADH vy el potencial hidrico al mediodia (Wwy,). B)
Correlacion entre la actividlad GDH-NAD" y el potencial hidrico al mediodia (Ww,,q). Los circulos se
corresponden con plantas regadas (valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados
representan plantas en sequia durante 9, 13 6 16 dias. Elevada [CO;] en color gris y [CO,] ambiental en
color naranja. Las lineas de tendencia y los factores de correlacion se corresponden a funciones lineales

(A) y funciones exponenciales (B).

5.2.4. Cuantificacion de proteina soluble

El contenido en proteina soluble (Fig. 5.10) se vio afectado tanto por la sequia
(P < 0,001) como por la [CO;] (P < 0,001). El efecto del tiempo de exposicion al
tratamiento de las plantas sobre la cantidad de proteina soluble resulté significativo (P <
0,05) (Fig. 5.10A).

El efecto de la sequia y del CO; en los niveles de proteina se observa tanto en la
figura 5.10 como en la figura 5.11. La sequia provocdé un marcado descenso del
contenido de proteina soluble expresado tanto en base al peso seco (Fig. 5.10A) como al

area (Fig. 5.11A). Partiendo de valores de 58 y 78 mg prot g PS en [CO,] ambiental y
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elevada, respectivamente, tras 9 dias de sequia las plantas mostraron valores de 43 mg

prot g PS y 54 mg prot g PS en [CO,] ambiental y elevada, respectivamente.
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Fig. 5.10. Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre el contenido de

proteina soluble expresado por peso seco. Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig.
5.2.

El descenso en el contenido proteico total continu6 con la sequia hasta alcanzar,
tras 16 dias, valores minimos de 14 mg prot g’ PS y 35 mg prot g' PS en [CO;]
ambiental y elevada, respectivamente. Esto supuso, respecto a sus correspondientes
controles, un descenso del 71% y 46% a [CO;] ambiental y elevada, respectivamente
(Fig. 5.10A).

Al estudiar el efecto del CO, se observo una respuesta diferencial. Comparando
las plantas regadas a diferente [CO,] observamos que los valores control de los dias 0,
9, 13 y 16 a elevada [CO;] son un 34%, 19%, 16% y 32% superiores, respectivamente
que los de [CO,] ambiental. Comparando los tratamientos de sequia D9, D13 y D16,
obtuvimos unos valores del 26%, 70% y 152% superiores, respectivamente, a elevada

[CO,] comparado con [CO,] ambiental (Fig. 5.10).
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Analizando la capacidad de recuperacion (Fig. 5.10B) que tienen las plantas
cuando se restablece el riego, observamos que el tratamiento R1 alcanz6 un valor
similar al de su respectivo control a [CO;] ambiental y fue un 5% inferior a su
respectivo control a [CO,] elevada. R2 mostro valores superiores a los que tenia antes
de la recuperacion hidrica aunque todavia fueron inferiores (10% y 20% para [CO;]
ambiental y elevada, respectivamente) a los valores de los controles del ultimo dia del

experimento (Fig. 5.10B).
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Fig. 5.11 Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre el contenido de proteina

soluble expresado por area foliar. Condiciones de crecimiento y andlisis estadistico como en Fig. 5.2.

El contenido en proteina soluble por area (Fig. 5.11) se vio afectado tanto por la
sequia (P <0,001) como por la [CO,] (P <0,001).

La sequia provoc6 un marcado descenso del contenido en proteina (Fig. 5.10A).
Tras 9 dias de sequia mostraron caidas del 25% y 18% a [CO,] ambiental y elevada,
respectivamente. Después de 13 dias de sequia los descensos fueron del 32% y 23% a

[CO,] ambiental y elevada, respectivamente y, tras 16 dias de sequia, la caida en
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proteinas fue del 65% y 39% a [CO,] ambiental y elevada, respectivamente (Fig.
5.11A).

Al estudiar el efecto del CO, se observd una respuesta diferencial. Asi, el
contenido de proteina al comienzo del estudio fue un 39% superior en las plantas
crecidas a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental. Comparando los tratamientos de sequia
D9, D13 y D16, obtuvimos contenidos un 38%, 51% y 165% superiores a elevada
[CO;] comparado con [CO,] ambiental (Fig. 5.11A).

Analizando la capacidad de recuperacion (Fig. 5.11B) que tienen las plantas
cuando se restablece el riego, observamos que el tratamiento R1 si alcanzoé el valor
similar al de su respectivo control bajo ambas [CO;]. R2 mostr6 valores superiores a los
que tenia antes del riego aunque todavia fueron inferiores (2% y 14% para [CO]

ambiental y elevada, respectivamente) a los valores de los controles del Gltimo dia del

experimento (Fig. 5.11B).

0,40 80
A B
0,30 - R?=0,9843 L 60
o R*=0,8746
o g
g o =
g 020 - w0 %
{=9
o0
g g
[ |
0,10 1 L 20
R%=0,8686 u
0,00 ; ; ; ; ‘ ; 0
0,0 -0,5 -1,0 -1,5 0,0 0,5 -1,0 -1,5 2,0
Ww,, 4 (MPa)

Ww,q (MPa)

Fig. 5.12. Correlacion entre la concentracion de proteina soluble y el potencial hidrico al mediodia
(Wwa), expresada por area foliar (A) o por peso seco (B). Los circulos se corresponden con plantas
regadas (valor medio de los controles de todo el experimento) y los cuadrados representan plantas en

sequia durante 9, 13 6 16 dias. Elevada [CO,] en color gris y [CO,] ambiental en color naranja.

Cuando comparamos la concentraciéon de proteina soluble por area a Wwpq

similar y diferente [CO,] (Fig. 5.12A) obtuvimos resultados superiores a [CO-] elevada.
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Esto es, para Wwyg de -0,9MPa y de -1,3MPa la concentracion de proteina soluble fue
un 34% y un 26% superior, respectivamente, a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental.

Al relacionar la concentracion de proteina soluble por peso seco a Wwy,q similar
pero diferente [CO;] (Fig. 5.12B), obtuvimos resultados superiores a [CO;] elevada.
Esto es, para Wwy, de -0,9MPa a elevada [CO;] y de -1,3MPa a [CO,] ambiental, la

concentracion de proteina soluble fue un 2% y un 35% superior, respectivamente.

5.3. Discusion

5.3.1. Reduccion de nitrato

5.3.1.1. Efecto de la sequia a CO, ambiental

La Nitrato Reductasa es uno de los enzimas mas sensibles al estrés hidrico
(Ferrario-M¢éry et al., 1998; Foyer et al., 1998). Cataliza la reduccion del NO;™ a NO;,,
paso considerado limitante para la conversion del N en aminoacidos y por tanto para la
sintesis de proteinas (Ferrario-Méry et al., 1998). Por ende, la sintesis y la actividad de
los enzimas relacionados con la asimilacion del nitrato, como NiR, GS, fd-GOGAT y
GDH, también se ven afectadas por la sequia. Como la NR es un enzima inducible por
substrato y estd regulado por numerosos metabolitos, su mecanismo de control durante
el estrés hidrico parece complejo ya que incluye factores directos e indirectos. El déficit
hidrico induce un marcado descenso en la toma de nitrato y en la tasa de su
translocacion de las raices a las hojas (Somers et al., 1983; Bourgeais-Chaillou et al.,
1992; Sibout y Guerrier, 1998; Baki et al., 2000). Asi mismo, la sequia también
interfiere en la induccion y sintesis de la proteina NR y en su actividad (Foyer et al.,
1998).

En condiciones de sequia, tanto NR-EDTA como NR-Mg*" mostraron descensos
pronunciados en su actividad enzimatica siendo la actividad NR-Mg*" la que presento
una mayor sensibilidad (Fig. 5.3). Se sabe que la actividad medida en presencia de
EDTA representa la actividad NR maxima o cantidad de proteina NR, y la determinada
en presencia de Mg2+ se aproxima mas a la tasa de reduccion de nitrato in vivo (Kaiser
et al., 2000a). El hecho de que hayamos obtenido mayor descenso de la actividad NR-
Mg®" que de la actividad NR-EDTA estaria relacionado con la regulacion de la

actividad del enzima NR a través de los metabolitos y mecanismos que la activan y
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desactivan. La sequia provoca efectos adversos sobre la expresion y actividad de la NR
(Hsiao, 1973; Huber y Kaiser, 1996; Baki et al., 2000; El-Komy et al., 2003; Burman et
al., 2004). A esta misma conclusion llegaron Kathju et al. (1990) y Krcek et al. (2008)
en estudios realizados con cebada. Xu y Zhou (2006a) también mostraron en Leymus
chinensis que a medida que aumentaba el estrés hidrico la actividad NR-EDTA
descendia gradualmente, indicando que la sequia reducia el contenido del enzima. En
nuestros resultados pudimos observar una correlacion positiva entre el descenso de la
actividad NR, el descenso en el contenido de proteina soluble y la capacidad
fotosintética en condiciones de estrés hidrico al igual que observaron El-Komy et al.
(2003) y Burman et al. (2004).

Al analizar el estado de activacion del enzima hemos observado que ademas de
una pérdida la concentracion del mismo provocada por el tiempo de exposicion al
tratamiento de la planta, la sequia juega un papel determinante provocando fuertes
descensos en dicha activacion. La actividad NR depende del flujo hidrico de la planta
que a su vez influye en la toma de NO’; (Sinha y Nicholas, 1981; Ferrario-M¢éry et al.,
1998; Foyer et al., 1998). En cebada, Wray y Filner (1970), y Aslam et al. (1973)
observaron que la actividad NR estaba inducida por la presencia de nitrato, por tanto, el
nivel de substrato presenta un papel importante en la regulacion de la actividad
enzimatica (Miller y Cramer, 2004). Como hemos visto en el Capitulo 4, las tasas de
transpiracion instantdnea disminuyeron considerablemente cuando las plantas estaban
sometidas a sequia como consecuencia de la caida de los valores del CHRS, entre el
10% y 40% (Capitulo 3). Ferrario-Méry et al. (1998) y Foyer et al. (1998) apuntaron
que a pesar de la presencia de nitrato en las hojas se observaba una rapida pérdida de
actividad NR, seguramente provocada por desnaturalizacidon/inactivacion o por
degradacion inducida por el estrés hidrico. Un hecho conocido es que la acumulacion de
nitrato se restringe a la vacuola a modo de reserva (Shanner y Boyer, 1974) y que es el
nitrato citosolico el responsable de la induccion de la sintesis de la NR, de la estabilidad
del enzima y de la actividad de la NR (Campbell, 1999). Varios son los factores que
controlan la sintesis del enzima a nivel de expresion génica. El nitrato y la luz estimulan
la sintesis del enzima. Parte del efecto de la luz es causado por la formacion de
carbohidratos en la fotosintesis. La sintesis de la proteina NR es estimulada por la
glucosa y demds azucares producto de la fotosintesis, y es inhibida por el amonio, la

glutamina y otros aminoacidos.
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Foyer et al. (1998) observaron en plantas de maiz sometidas a sequia un
descenso gradual de la actividad NR. En experimentos llevados a cabo por Ferrario-
Meéry et al. (1998) en plantas de tabaco, transformadas para expresar la NR constitutiva,
observaron que éstas mostraban inicialmente un aumento en la degradacién de la
proteina NR mediante proteasas y posteriormente un descenso en el nivel de mRNA
cuando se sometian a estrés hidrico. Estos autores constataron que la expresion
constitutiva de la NR retrasaba temporalmente la pérdida de actividad NR producida por
sequia, y que la recuperacion de la actividad fue mas rapida después de la rehidratacion.

Nosotros hemos observado una rdpida recuperacion de la actividad NR al
restablecer el riego en los tratamientos de sequia, al igual que Silveira et al. (2001)
quienes obtuvieron una recuperacion de la actividad NR del 75% del control tan sélo un
dia después de rehidratar plantas de Vigna unguiculata L. (Walp.). Esto puede estar
asociado con una elevada sintesis de proteina NR y con una recuperacion del turgor
foliar. En nuestros resultados observamos una rapida recuperacion de la concentracion
de proteina soluble (Fig. 5.10) en la que se incluiria la proteina NR. Por otro lado, como
se vio en el Capitulo 3, el estado hidrico general de la planta mejord tras el
restablecimiento del riego, recuperandose asi tanto las tasas de transpiraciéon como

posiblemente, y en paralelo, la toma de nitrato.

5.3.1.2. Efecto de la sequia a elevada [CO,]

Las plantas mostraron diferente tasa de actividad NR en funcion de la [CO,]
(Apartado 5.2.1). Asi, las plantas que crecian a elevada [CO;] presentaron mayor
actividad (30% NR-EDTA, Fig. 5.2, y 71% NR-Mg*", Fig. 5.3) respecto a las de [CO5]
ambiental. Altas [CO;] también producian un incremento en la actividad NR en plantas
de tabaco (Matt et al., 2001) y en Vigna radiata (Sharma y Sen Gupta, 1990). Durante
exposiciones cortas a elevado CO, las altas tasas de asimilacion de CO, mejoraron la
reduccion del nitrogeno estimulando la sintesis y actividad de la NR (Larios et al.,
2001). Geiger et al. (1998) vieron que plantas de tabaco expuestas durante largos
periodos de tiempo a elevado CO,; incrementaban su actividad NR paralelamente a los
cambios en la regulacion diurna de la NR en hoja y raiz, donde el aumento en el
suministro de azucares juega un papel importante. Sin embargo, otros estudios han

encontrado inalterada o disminuida la actividad NR a elevado CO, como en espinaca
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(Kaiser et al., 2000b) y en Nicotiana plumbaginifolia aunque no se vio afectado el
estado de activacion (Ferrario-Méry et al., 1997). El CO, tuvo mas efecto sobre la
actividad NR-Mg*" que sobre la NR-EDTA. En condiciones de riego y elevado CO, las
plantas tuvieron mayor asimilacién fotosintética (Capitulo 4) y mejor estado hidrico
(Capitulo 3) que a [CO,] ambiental, con lo que aumentaron las condiciones celulares
Optimas para la activacion del enzima. De forma similar respondieron las plantas
sometidas a sequia y elevado COx.

Cuando las plantas se sometian a sequia se observo, al igual que ocurria a CO,
ambiental, un marcado descenso del estado de activacion. Como se ha descrito
anteriormente, tanto la actividad méxima como la actividad real estan afectadas por la
sequia. El hecho de que descienda el estado de activacion es consecuencia del mayor
efecto de la sequia sobre la actividad real (82%) que sobre la maxima (45%).

El estado de activacion fue superior a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental tanto
en los tratamientos de riego como en los de sequia, aunque las diferencias fueron
mayores en los tratamientos de sequia. Agiiera et al. (2006) observaron que tras 14 dias
de exposicion a elevada [CO;] plantas de Cucumis sativus no mostraron ninguna
variacion ni en el nivel de sintesis del enzima - deducido del ensayo en ausencia de
Mg®" -, ni en el nivel de actividad del enzima - en presencia de Mg”". Este hecho
mostraba que el estado de activacion del enzima tampoco varid. Aun asi, existen
algunos trabajos que sefalan que esta forma de estimar el estado de activacion no es la
mas fidedigna (Tucker et al., 2004). En nuestro experimento hemos visto que la
actividad NR-Mg2+ se vio mas afectada que la NR-EDTA vy, por lo tanto, si que se
afecto el estado de activacion. Kaiser y Brendle-Behnisch (1991) también observaron
una rapida inactivacion del enzima NR a la luz cuando disminuy¢ la [CO,] atmosférica
hasta dejar el aire libre de CO,. Esto indica que a elevada [CO;], para un mismo periodo
de tiempo, se mantiene mejor el estado hidrico de la planta y con ello la fotosintesis y la
sintesis de proteinas entre las que se encuentra la NR.

Por otro lado, algunos estudios han constatado que el contenido de nitrogeno por
planta aumentaba en condiciones de elevado CO, ain cuando la relacion C/N
aumentaba (Wong 1979; Hocking y Meyer 1991b; Chu et al., 1992; Tissue et al., 1997).
Ademas, en la misma variedad de cebada, Iranis, se ha observado un 17% mas de nitrato
en elevada [CO;] que a [CO,] ambiental (Pérez-Lopez, 2008). Estos resultados indican
que la elevada [CO,] puede inducir una mayor toma de nitrato a pesar de presentar

menores tasas de transpiracion. En nuestros datos hemos observado actividades de
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asimilacion de nitrato mayores a elevada [CO,] que a [CO;] ambiental. En relacion a
esto, Pérez-Lopez (2008) constatdé que las mayores tasas de toma especifica y
translocacion de nitrato en cebada Iranis a elevada [CO;] se correlacionaban con tasas
superiores de actividad NR-Mg”". También hemos observado un mayor crecimiento,
tanto de la parte aérea como de la radical a elevada [CO,] (Capitulo 6). Es conocido que
plantas creciendo a elevada [CO;] poseen un mayor sistema radicular que les permite
explorar un mayor volumen de suelo (Pettersson et al., 1993; Jackson y Reynolds, 1996;
Drake et al., 1997). También se ha descrito, en algunas especies arboreas, un incremento
de la formacion lateral y secundaria de raices bajo elevada [CO,] (Pettersson et al.,
1993; Larigauderie et al., 1994; Tingey et al., 1996). Asi, en especies como Pinus taeda
y Prosopis glandulosa se ha observado que el elevado CO, aumenta la tasa de toma de
nitrogeno por unidad de peso radicular (Bassirirad et al., 1996, 1997). Sin embargo, la
toma de N no se vio alterada en Nardus agrostis (Bassirad et al., 1997) o disminuy6 en
otras especies (Jackson y Reynolds, 1996).

Es importante destacar que mayores tasas de actividad NR-EDTA y NR-Mg*"
(Fig. 5.4) se correspondian con un Ww,,q mas positivo en plantas a elevada [CO,] que a

[CO;] ambiental.

5.3.2. Asimilacion de amonio

5.3.2.1. Glutamina sintetasa. Efecto de la sequia y de la [CO;]

En condiciones de sequia, hemos observado que la actividad GS disminuia, bajo
ambas concentraciones de CO,. También, Xu y Zhou (2006b) vieron en Leymus
chinensis que el estrés hidrico ocasionaba un marcado descenso de la actividad GS hasta
alcanzar un estrés hidrico moderado (-1,23MPa aproximadamente) y posteriormente
este descenso era mas atenuado a medida que el estrés se hacia mas intenso (-1,73MPa).
Como sefialaron Hsu et al. (2003) en hojas de arroz sometidas a estrés hidrico, el
contenido en proteinas descendio significativamente y la concentracion de amonio
aumento6 a medida que la actividad GS disminuyo.

Cuando se analizo el efecto del CO, sobre la actividad GS siempre se obtuvo
una mayor actividad a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental, tanto en riego como en
sequia. Bajo elevada [CO;], la asimilacién de amonio proveniente de la reduccion del

nitrato resultaria quizas mas relevante ya que las tasas de fotorrespiracion estan
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reducidas (Tabla 4.7) y, por tanto, la necesidad de reciclar el amonio fotorrespiratorio
seria menor (Stitt y Krapp, 1999). Este descenso de la fotorrespiracion explica un
decremento sustancial en los niveles de amonio, glicina y serina a elevado CO,
(Ferrario-Mery et al., 1997; Geiger et al., 1998). Por el contrario, una sequia moderada
(entre -1MPa y -2MPa) aumentaria la fotorrespiracion y, con ello, la necesidad de
reciclar el amonio resultante (Wingler et al., 1999).

Al igual que para la NR, la expresion y actividad del enzima GS en hojas esta
modulada por la tasa de asimilacién de CO, después de una leve exposicion a elevado
CO, atmosférico, y los azucares fotosintetizados estdn presuntamente implicados como
metabolitos reguladores positivos (Larios et al., 2004). En este sentido, ademads, una
mayor tasa de asimilacion de CO, se traduciria en una mayor disponibilidad de
esqueletos carbonados para la asimilacion de amonio y la sintesis de aminoacidos. Un
papel importante de la mitocondria en los tejidos vegetales es la produccion y
exportacion del a-cetoglutarato. Como ya se ha descrito, uno de los pasos clave en la
asimilacion del amonio mediante el sistema GS/GOGAT es el origen del a-
cetoglutarato que sirve de sustrato a la GOGAT. Lancien et al. (2000) han propuesto
varias hipodtesis para comprender el flujo de carbono desde los carbohidratos a la
provision de esqueletos carbonados para la asimilacion primaria del amonio, sugiriendo
un papel relevante a la isocitrato deshidrogenasa en este flujo. Sin embargo, aunque
Hodges (2002) concluyé que atin no se conoce el origen exacto del a-cetoglutarato para
la asimilacion del amonio se sabe que la Unica fuente de este O-cetoacido es el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (CAT), donde ademés es un importante intermediario. La
formacion del a-cetoglutarato es de gran importancia en el mantenimiento del equilibrio
metabolico del carbono y del nitrégeno asi como en la conversion de aminoacidos a
amidas u otros compuestos nitrogenados para el transporte en el citosol y los plastidios.
Las mayores tasas de asimilacion fotosintética a elevada [CO;] aportarian mayor
cantidad de carbohidratos hacia el CAT, favoreciendo mayores tasas de actividad GS.

Ademas, se observd una correlacion positiva entre la actividad GS y el Wwyyg
(Fig. 5.6) bajo ambas [CO-]. En ella se puede ver como para un mismo estado hidrico se
obtuvo mayor actividad GS (40%) en las plantas crecidas a elevada [CO;] que en las de
[CO,] ambiental, teniendo estas 3-4 dias mas de edad.

La rapida recuperacion del proceso de asimilacion de amonio tras la

rehidratacion hizo que obtuviéramos datos de actividad GS similares al control, tanto
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bajo elevada [CO,] como a [CO;] ambiental. Una respuesta similar obtuvieron Bhatti et
al. (2000) cuando estudiaron la actividad GS en tomate tras la rehidratacion después de

someterlas a un estrés hidrico con disponibilidad del 30% del agua del suelo.

5.3.2.2. Glutamato deshidrogenasa. Efecto de la sequia y de la [CO;,]

En condiciones de sequia, tanto la fotosintesis como la tasa de toma de N
descienden debido al menor flujo hidrico de la raiz a las hojas lo que provoca una caida
importante de la transpiracion y, por lo tanto, un cierre estomatico considerable. Se
considera que la limitacion estomatica disminuye tanto la asimilacion como la
concentracion de CO, en los espacios intercelulares de la hoja lo cual inhibe el
metabolismo fotosintético (Kaiser 1987; Downton et al., 1988; Cornic, 2000). De este
modo, Kaiser (1987) y Kaiser y Foster (1989) concluyeron que la asimilaciéon de N
podia verse inhibida por la baja Ci. Posteriormente, por medio de la GOGAT, cuando la
glutamina formada a partir del amonio liberado reacciona con el O-cetoglutarato para
formar glutamato, se requiere ATP. Esta considerado que la primera repercusion del
descenso del contenido hidrico relativo en condiciones de sequia es la menor actividad
de la ATP sintasa (Keck y Boyer, 1974; Tezara et al., 1999). Si la disponibilidad de
ATP esta limitada como consecuencia del estrés hidrico, la asimilacion del amonio por
la GS/GOGAT se ve disminuida o inhibida, siendo la GDH una ruta alternativa para la
sintesis de glutamato.

Sin embargo, la sequia tuvo un efecto negativo sobre la actividad GDH-NADH
disminuyéndola hasta un 24%. Resultados similares se obtuvieron en estudios
realizados con cebada (Kathju et al., 1990; Kréek et al., 2008) y Leymus chinensis (Xu'y
Zhou, 2006b) donde se vio que a medida que el estrés hidrico aumentaba, la actividad
GDH-NADH descendia gradualmente, indicando que la sequia inhibia la actividad
GDH en sentido aminante. En nuestro estudio la respuesta fue similar bajo ambas
[CO;]. Por tanto, el elevado CO; no modificéd la respuesta de la GDH en sentido
aminante. Otros autores como Ponce-Valadez y Watkins (2008) tampoco han
encontrado efecto del elevado CO, atmosférico en la actividad GDH aminante en un
estudio llevado a cabo con dos cultivares de fresa. Por otro lado, ha sido propuesto que
el amonio podria ser asimilado por la GDH-NADH cuando la GS/GOGAT es inhibida

bajo condiciones de estrés (Oaks, 1995), tales como sequia (Mena-Petite et al., 2006) o
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salinidad (Skopelitis et al., 2006), o cuando la GS estd inhibida por analogos al
glutamato como la fosfinotricina (Lacuesta et al., 1989; Gonzélez-Moro et al., 1993,
2000). Sin embargo, en nuestro caso, el estrés impuesto por los 16 dias de sequia sobre
las plantas de cebada no altero6 significativamente la actividad aminante.

En el andlisis de la actividad GDH-NAD", se observaron efectos significativos
tanto de la sequia como de la [CO;] de crecimiento. La GDH es un enzima ligado a
actividades catabdlicas, como la degradacion de proteinas. La actividad del CAT en la
mitocondria produce acidos organicos utilizando el carbono de la sacarosa u otros
hidratos de carbono de almacenamiento, los cuales son consumidos en la mayoria de las
plantas estresadas. Probablemente las reacciones de la GDH sean mas importantes
cuando el CHR cae porque el glutamato se acumula (Lawlor y Fock, 1977)
particularmente cuando la asimilacidon fotosintética es muy baja (Lawlor, 2002). En
resumen, se provoam desequilibrio en la relacion C/N y la situacion requierque el
enzima GDH funcione liberando a-cetoglutarato a partir de glutamato, en sentido
desaminante (Miflin y Habash, 2002; Stewart et al., 1995). Teniendo todo esto en
cuenta, Lea y Miflin (2003) apuntan al catabolismo de aminodcidos como posible
funcion principal del enzima GDH con el fin de liberar amonio que se incorpore
después a amidas durante la removilizacion del nitrégeno.

La GDH desaminante actuaria reponiendo el a-cetoglutarato necesario para el
funcionamiento adecuado del CAT en la mitocondria. Por otro lado, la presencia de a-
cetoglutarato es necesaria para que la GS siga incorporando glutamina y formando
glutamato. Bajo condiciones de estrés, Glevarec et al. (2004) han sugerido que la
actividad catabolica de la GDH serviria mas para mantener en equilibrio la produccion
de glutamato que para proporcionar O-cetoglutarato, ya que el contenido de glutamato
debe estar altamente regulado teniendo en cuenta su papel metabdlico en la formacion
de aminoacidos en general y de prolina, en particular, relacionada con Ia
osmorregulacion de plantas en sequia (Venekamp, 1989).

Por otro lado, el glutamato fue mas demandado por la GDH-NAD" para actuar
en sentido desaminante y proporcionar esqueletos carbonados y una fuente de nitrégeno
para la sintesis de aminoacidos y proteinas durante la remobilizacion del nitrogeno en
condiones de sequia. Afiadido a esto, hemos observado que asi como la GS responde a
la diferente [CO,], la GDH-NADH no modificaba su actividad al variar la [CO;] aunque
si la GDH-NAD". En este sentido, las plantas sometidas a elevada [CO,] y sequia
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presentaban 1) una menor necesidad de removilizar el nitrégeno previamente asimilado
y por lo tanto menos actividad GDH-NAD", porque mantenian un flujo de nitrogeno, de
la raiz a la parte aérea, mejor que a [CO,] ambiental, y 2) mostraban igualmente unas
mejores tasas fotosintéticas y, en definitiva, mejores tasas de asimilacion del nitrégeno
via GS/GOGAT.

Cuando se analiz6 el efecto de la [CO;] en plantas que presentaban un mismo
estado hidrico se observo que la actividad GDH-NADH era similar. En cambio, la
actividad GDH-NAD", a potenciales menores que -1MPa, presentaba valores superiores
a [CO,] ambiental que a elevada [CO,] (Fig. 5.9).

Tras el restablecimiento del riego, cuando el estado hidrico fue recuperado y la
fotosintesis proporciond energia y esqueletos carbonados necesarios para el
metabolismo del nitrogeno, se vio una clara tendencia de la GDH-NAD+ a minimizar su
actividad y mostrar valores similares a los del control con lo que las vias aminante y
desaminante de la GDH llegaron a un equilibrio fisioldgico similar al que se da en

condiciones de control-riego.

5.3.3. Proteina soluble. Efecto de la sequia y de la [CO,]

En nuestro estudio hemos observado que la sequia afectd sustancialmente al
contenido de proteina soluble. Se mostraron descensos de hasta un 71% cuando se
expresaban por peso seco y de hasta un 65% cuando se expresaban por area foliar.
Mohammadkhani y Heidari (2008) en dos cultivares de maiz sometidos a estrés hidrico
que alcanzaron -1,76MPa, mostraron un descenso del 30% en el contenido de proteina
soluble expresado por peso seco. Xu y Zhou (2006a), y Xu y Yu (2006) también
obtuvieron un efecto significativamente negativo de la sequia moderada y severa sobre
el contenido proteico soluble de Leymus chinensis y trigo, respectivamente. El
desequilibrio metabolico provocado por el estrés hidrico desencadena una acumulacion
de aminodcidos, una menor sintesis de ATP y RuBP y una alteracion en la sintesis de
proteinas (Lawlor y Cornic, 2002).

Por otro lado, el CO, también ejercié un efecto significativo sobre el contenido
en proteina soluble. En estudios llevados a cabo por Pérez-Lopez et al. (2008) en la
variedad de cebada Iranis se obtuvo un mayor contenido de proteina soluble por planta

bajo elevada [CO,] a pesar de producirse un fuerte efecto de dilucion ya que al analizar
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el contenido en almidon como carbohidrato estructural se observd un 60% mas en
plantas creciendo a 700ppm que a 350ppm de CO,. Esto sugiere que, posiblemente, se
est¢ dando un efecto de dilucion cuando expresamos la cantidad de proteinas por peso
seco, debido a la acumulacion de carbohidratos no estructurales.

Tanto en plantas regadas como en sequia, el contenido proteico total fue mayor a
elevada [CO,] comparado con [CO;] ambiental a pesar de un aumento significativo de
los parametros de crecimiento a elevada [CO,] (Capitulo 6). El hecho de que otros
autores como Tezara et al. (2002) hayan obtenido a elevada [CO,] descensos
pronunciados en el contenido de proteina en girasol cuando viene expresado por
biomasa total, puede ser explicado por un gran aumento de biomasa total en plantas
creciendo en estas condiciones de CO,. Otros autores, como Ziska et al. (1995),
atribuyen este descenso de contenido en proteina soluble de Beta vulgaris en
condiciones de elevada [CO,] a una redistribucion hacia nuevos sumideros.

Bajo condiciones similares de Wwy,q el nivel de proteina disminuy6 de forma
lineal bajo ambas [CO;], tanto si se expresaba por area como por peso Seco.
Observamos que, en concordancia con el resto de parametros estudiados, a elevada
[CO;] y para un mismo Wwyg la cantidad de proteina fue superior que a [CO;]
ambiental. Como fue sefialado por Pérez-Lopez (2008), las tasas de toma y
translocacion de N fueron superiores a elevada [CO;] en cebada cv. Iranis.

Por otro lado, tal y como sefialaron Hirel et al. (2005) para evaluar el nivel de N
foliar han de tenerse en cuenta el contenido de proteina soluble y el contenido total de N
foliar y de clorofilas. Segun estos parametros, tanto bajo condiciones de sequia como de
riego y elevada [CO;] la disponibilidad de N para la sintesis de proteinas siempre fue
mas elevada que en plantas de [CO;] ambiental.

Al igual que en el caso de las actividades enzimaticas NR, GS y GDH,
obtuvimos una recuperacion del contenido de proteina soluble al restablecer el riego.
Esto indic6 que aunque en nuestro estudio se aplico un estrés severo, éste era
recuperable. Farooq y Bano (2006) obtuvieron también una total recuperacion del
contenido en proteina soluble en plantas de Vigna radiata L. que permanecieron durante

12 dias sin riego tras los cuales fueron rehidratados durante otros 12 dias.
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5.4. Conclusiones

* El estrés hidrico reduce las actividades de los enzimas clave del metabolismo del
N analizados en cebada. Los enzimas NR-EDTA, NR-Mg**, GS y GDH-NADH
presentaron menores actividades a causa de la sequia. Por otro lado, el enzima
GDH en sentido desaminante, GDH-NAD", mostré un marcado aumento de la
actividad en condiciones de sequia, seguramente para proporcionar esqueletos
carbonados ya que la sequia ocasiona un concomitante descenso de la
asimilacion de carbono en la planta. El contenido en proteina soluble disminuyo
bruscamente con la sequia, fruto de un menor flujo del sustrato a la planta y, por
tanto, de una menor asimilacioén de nitrogeno.

+ El efecto del elevado CO, sobre las enzimas NR, GS, GDH-NAD" y sobre el
contenido en proteina fue significativo tanto si las plantas se regaban como si se
sometian a sequia. Debemos destacar que el efecto de la [CO;] era mayor en las
plantas de sequia que en las regadas. La actividlad GDH-NADH no se vio
afectada significativamente por la [CO;]. La elevada [CO;] estimula la
reduccion de nitrato y la posterior incorporacion del amonio. Las plantas
sometidas a estrés hidrico mantienen las actividades NR, GS, GDH-NAD" mas
altas que las plantas en sequia y [CO,] ambiental. Este hecho proporciona
mejores condiciones de crecimiento a las plantas sometidas a elevada [CO;]
permitiendo un mayor desarrollo del cultivo que a las plantas de [CO;]
ambiental.

* La capacidad de las plantas para recuperarse tras el restablecimiento del riego
fue constatado en todos los pardmetros estudiados en este capitulo. Tan solo
cabe mencionar que la actividad GDH-NAD" fue la que mostré una mayor
diferencia con sus respectivos controles aunque tendia hacia ellos. Esto confirma
que a pesar de que el estrés hidrico alcanzado en el presente trabajo aparecid
bajo ambas [CO;], era entre moderado (S9) y severo (S13 y S16), sus efectos se
mostraron reversibles.

* El elevado CO; aceler6 y mejord la recuperacion del metabolismo del nitrégeno

tras la rehidratacion.
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6.1. Introduccion y objetivos

La Peninsula Ibérica, por su situacion y topografia, es uno de los lugares donde
se espera que los cambios fenoldgicos debidos al cambio climatico sean mas
importantes (Valladares et al., 2005). Diversas especies anticipan el brote de las hojas al
aumentar la temperatura aunque otras especies parecen inmutables al cambio de
temperatura por ser mas dependientes de otros factores como la disponibilidad hidrica o
el fotoperiodo (Penuelas et al., 2002). En muchos otros lugares del planeta, han sido
descritas respuestas similares en el adelantamiento de las fenofases de plantas de unos
3-4 dias por década en primavera (Penuelas y Filella, 2001; Walther et al., 2002;
Parmesan y Yohe, 2003), de manera que éste parece ser un fendmeno general, con la
variabilidad regional, local y especifica propia de todo fendémeno bioldgico. Por otro
lado, la mayoria de los escenarios climaticos afectados por el cambio climatico predicen
un aumento de zonas aridas a lo largo de todo el planeta (IPCC, 2007) asi como el
subsecuente estrés hidrico para los cultivos.

El proceso de fijacion de CO, es un prerrequisito para el crecimiento (Duncan y
Hesketh, 1968; Dijkstra y Lambers, 1989; Poorter et al., 1990). Sin embargo, tan sélo se
trata del primer paso de una serie de reacciones bioquimicas que conducen a la
produccion de biomasa (Poorter y Bergkotte, 1992). El contenido en carbono en la
biomasa vegetal es el pardmetro que establece un puente entre la tasa de crecimiento de
la planta, por un lado, y las tasas de fotosintesis y respiracion por unidad de peso
vegetal, por el otro.

La tasa de crecimiento depende del nimero de meristemos activos, y de las tasas
de division y elongacion celular. El elevado CO, produce un acortamiento del ciclo
celular en los meristemos de la raiz y de la parte aérea (Kinsman et al., 1997). En
general, el crecimiento es mas rapido en plantas jovenes y luego disminuye a medida
que la planta envejece (Masle et al., 1993; Geiger et al., 1998). El efecto del elevado
CO; en el crecimiento también depende del tiempo de exposicion al tratamiento de la
planta. En numerosos estudios de larga exposicion a elevada [CO;] se ha visto que la
estimulacion del crecimiento se da cuando las plantas son jovenes, en cambio, las tasas
de crecimiento no se ven afectadas cuando las plantas envejecen. El elevado CO,,
ademas, conduce a cambios en la localizacion de la biomasa y en la fenologia lo cual se

observa en un aumento del cociente raiz: parte aérea (R/A), encamado, mayor
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ahijamiento y floracion mas temprana (Bazzaz y Fajer, 1992; Tissue et al., 1997). En
condiciones de elevada [CO,] es importante tener en cuenta que las variaciones en el
ahijamiento (Tissue et al., 1997), el encamado (Baxter et al., 1997), la produccién de
tubérculos (Heineke et al., 1999), asi como la floracion temprana (Bazzaz y Fajer,
1992), pueden ser debidas no exclusivamente al aumento del nivel de carbohidratos,
sino también a la interaccion con el nitrogeno (Stitt y Krapp, 1999).

Por otro lado, las plantas han desarrollado una amplia diversidad de mecanismos
morfologicos y fisiologicos para tolerar la sequia (Blum, 1996). El estrés hidrico puede
afectar de diferente manera al crecimiento de los distintos 6rganos de la planta (Sobrado
y Turner, 1986; Spollen et al., 1993), lo cual podria modificar las caracteristicas
morfologicas de las mismas (French y Turner, 1991; Cox y Conran, 1996). Uno de los
mecanismos involucrados en la adaptacion de las plantas a la sequia es el cambio en el
cociente R/A (Turner, 1997). Si bien el estrés por sequia reduce el crecimiento tanto de
la parte radical como de la parte aérea, parece que la raiz puede verse menos afectada
(Liu y Stiitzel, 2004; Yin et al., 2004; Erice et al., 2006). En respuesta al estrés hidrico
causado por la sequia, las plantas son capaces de controlar las pérdidas de agua por
transpiracion reduciendo la tasa de expansion celular para prevenir la deshidratacion de
los tejidos foliares (Liu y Stiitzel, 2002a, b) lo que se traduce en menor crecimiento
general.

Ademas, la tasa de difusion de CO, desde el aire hacia los estomas es el factor
limitante para la asimilacion fotosintética. Como dicha tasa de difusion es proporcional
al gradiente de concentracion entre el interior y el exterior de la hoja, altas [CO]
generalmente estimulan la tasa de asimilacion neta de CO, (Cure y Acock, 1986; Allen
et al., 1987, Amthor, 1995) y también podrian reducir las pérdidas por transpiracién
(Allen, 1990; Allen y Amthor, 1995). El elevado CO, también puede promover una
reversion completa de los efectos negativos provocados por determinados estreses
ambientales (Ferris et al., 1998). De acuerdo a Pritchard et al. (1999), el mayor efecto
significativo del elevado CO, sobre el crecimiento vegetal es el aumento en la
disponibilidad de carbohidratos y en la eficiencia en el uso del agua. Asi, combinados,
estimularian la proliferacion celular favoreciendo la division celular y/o la expansion
celular. Segun Murray (1995) las especies C3 son capaces de utilizar un extra de CO,
para soportar mayor tasa de crecimiento, especialmente durante los estadios mas

tempranos del desarrollo.
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El objetivo general del presente estudio ha sido analizar los efectos combinados
de la elevada concentracion de CO; y la sequia en los patrones de crecimiento y
desarrollo en plantas de cebada y, concretamente:
* Analizar si el aumento de CO, modifica la produccién de biomasa y estudiar si
dicho enriquecimiento en CO, mitiga o potencia el efecto negativo de la sequia.
* Dilucidar qué conjunto de pardmetros de crecimiento, absolutos y/o relativos,
son los responsables del descenso o aumento de la produccion de biomasa en
condiciones de sequia y elevada [CO;].
* Evaluar la capacidad de las plantas para recuperarse del estrés hidrico, bajo

ambas condiciones de [CO;], ambiental y elevada.

Para llevar a cabo estos objetivos, se analizaron los parametros de crecimiento
absolutos de produccion de biomasa del vastago, de la raiz y, por lo tanto, de la biomasa
total, asi como el area de la parte aérea y la eficiencia en el uso del agua por planta
entera (EUA). Estas medidas se realizaron durante todos los dias en los que se realizaron
analisis hidricos, fotosintéticos y del metabolismo del nitrégeno, concretamente, los dias
DO, D9, D13 y D16. Asi mismo, a partir de los pardmetros absolutos se calcularon los
parametros relativos que nos informan de la respuesta morfologica y funcional de la
planta a la [CO,] y al estrés hidrico. Estos parametros relativos fueron la tasa de
crecimiento relativo (RGR), la tasa de asimilacion neta (NAR) que da una idea de la
componente funcional, la relacion entre el area de la parte aérea y el peso seco total de
la planta (LAR), la proporcion de la biomasa del vastago frente al peso seco total
(LWR) y la relacion entre el area de la parte aérea y el peso seco del vastago de la

planta (SLA).

6.2. Resultados

6.2.1. Aspectos morfologicos del desarrollo

En las figuras 6.1, 6.2, 6.3 y 6.4 se muestra el aspecto general que presentaban
las plantas a lo largo del tiempo. En ellas se observa el efecto de la sequia y del CO; asi

como la recuperacion hidrica.



Fig. 6.1. Aspecto morfologico de la parte aérea de Hordeum vulgare L. cv. Iranis tras 9 dias de estudio. A) Efecto de la sequia bajo [CO,] ambiental. B) Efecto de la
sequia bajo elevada [CO;]. C) Efecto de la [CO,] en plantas regadas y D) Efecto de la [CO;] en plantas sometidas a sequia.
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Fig. 6.2. Aspecto morfoldgico de la parte aérea de Hordeum vulgare L. cv. Iranis tras 13 dias de estudio. A) Efecto de la sequia bajo [CO,] ambiental. B) Efecto de la
sequia bajo elevada [CO;]. C) Efecto de la [CO,] en plantas regadas y D) Efecto de la [CO;] en plantas sometidas a sequia.
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Fig. 6.3. Aspecto morfoldgico de la parte aérea de Hordeum vulgare L. cv. Iranis tras 16 dias de estudio. A) Efecto de la sequia bajo [CO,] ambiental. B) Efecto de la
sequia bajo elevada [CO,]. C) Efecto de la [CO,] en plantas regadas y D) Efecto de la [CO,] en plantas sometidas a sequia.
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RECUP. S9 DiAS

350 ppm

Fig. 6.4. Aspecto morfologico de la parte aérea de Hordeum vulgare L. cv. Iranis tras 16 dias de estudio.
A) Plantas control, plantas rehidratadas durante 7 dias tras 9 dias en sequia (RECUP. S9 DIAS) y plantas
rehidratadas durante 3 dias tras 13 dias en sequia (RECUP. S13 DIAS) bajo [CO,] ambiental. B) Plantas
control, plantas rehidratadas durante 7 dias tras 9 dias en sequia (RECUP. S9 DIAS) y plantas
rehidratadas durante 3 dias tras 13 dias en sequia (RECUP. S13 DIAS) bajo elevada [CO,].

6.2.2. Parametros absolutos

El peso seco total expresado en gramos por planta (Fig. 6.5) se vio
significativamente influenciado tanto por la [CO;] (P < 0,001), como por la sequia (P <
0,001), asi como por el tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,001). También
interaccionaron significativamente los factores: CO, con el tiempo de exposicion al
tratamiento (P < 0,001), CO, con sequia (P < 0,05), y el tiempo de exposicién al

tratamiento con sequia (P < 0,001).
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' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

Fig. 6.5. Interaccién a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre la biomasa total por
planta. A) DO representa las plantas bien regadas al inicio del estudio: [CO,] ambiental (barras naranjas) y
[CO,] elevada (barras grises); D9, D13 y D16 representan los dias 9, 13 y 16, respectivamente, donde se
mantienen plantas regadas (barras oscuras) y en sequia (barras claras). B) R1 y R2 representan las
recuperaciones hidricas de las sequias S9 y S13, respectivamente, en el D16. Los valores son la media +
ES de al menos tres experimentos independientes, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del
mismo dia de medida, las diferentes letras representan diferencias significativas a un nivel de P < 0,05.
Dentro del mismo dia de medida y para igual tratamiento hidrico el * indica diferencias significativas a P

< 0,05 entre los tratamientos de CO,.

Cuando las plantas crecieron con buena disponibilidad hidrica y elevada [CO;],
presentaron un 12% mas de biomasa total al comienzo del ensayo que las plantas
creciendo bajo [CO,] ambiental. Esta diferencia fue mayor a medida que avanzaba el
estudio, llegando a presentar valores de biomasa total en plantas regadas, un 36%, 29%
y 17% mayores tras 9, 13 y 16 dias de experimento, respectivamente (Fig. 6.5A).

Por otro lado, bajo condiciones de déficit hidrico obtuvimos descensos en

biomasa total del 10%, 26% y 45% en las plantas de D9, D13 y D16, respectivamente,
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creciendo a elevada [CO,] y disminuciones del 36% y 42%, para los tratamientos D13 y
D16, respectivamente, bajo condiciones de [CO,] ambiental (Fig. 6.5A).

En el caso de plantas bajo restriccion hidrica, también observamos valores
superiores en plantas crecidas a elevada [CO,] respecto a las crecidas bajo [CO;]
ambiental. De este modo, las plantas de sequia de los tratamientos D9, D13 y D16
mostraron unos valores de biomasa total un 16%, 18% y 22%, respectivamente,
superiores a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental (Fig. 6.5A).

El restablecimiento del riego (Fig. 6.5B) aument¢ ligeramente la biomasa total
tras 7 y 3 dias de riego de las plantas S9 y S13, respectivamente, tanto a elevada [COx]
(R1, 39%; R2, 31%) como a [CO;] ambiental (R1, 29%; R2, 13%), de manera que no
alcanzaron valores similares al control pero tendieron hacia ellos. En el caso de R1
representd el 56% de su respectivo control D16 bajo elevada [CO;] y un 52 % bajo
[CO;] ambiental. Respecto a las plantas del tratamiento R2 llegaron hasta un 65% y un
55% de sus plantas control D16 bajo elevada [CO;] y [CO;] ambiental, respectivamente
(Fig. 6.5B).

La respuesta del crecimiento total tras la recuperacion fue de distinta magnitud
dependiendo de la [CO,] a la que crecieron, siendo las plantas de R1 y R2 un 22% y un
29% mayor a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental (Fig. 6.5B).

La concentracion de CO, a la que crecian las plantas tuvo un efecto significativo
sobre el area de la parte aérea (P < 0,001), asi como la sequia (P < 0,001) y las
interacciones de CO; con el tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,05), CO, con
sequia (P <0,001) y el tiempo de exposicion al tratamiento con sequia (P < 0,001) (Fig.
6.6).

La [CO;] afect6 al area de la parte aérea de modo que se obtuvieron mayores
valores en plantas creciendo a elevada [CO;] desde el comienzo del experimento.
Analizando estas diferencias, en plantas regadas, se observd un 22%, 44%, 23% y 19%
mads area de la parte aérea a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental en los tratamientos
DO, D9, D13 y D16, respectivamente (Fig. 6.6A).

La mayor produccion de area de la parte aérea (Fig. 6.6) correspondid a las
plantas dptimamente regadas y disminuyo6 drésticamente con la sequia. Asi, cuando las
plantas se sometieron a sequia (Fig. 6.6A) se observaron descensos, respecto a las
plantas regadas, del 54%, 59% y 71% tras 9, 13 y 16 dias, respectivamente, a [CO,]

ambiental y cuando las plantas crecieron en condiciones de elevada [CO-] los descensos
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provocados por la sequia fueron del 58%, 60% y 73% tras 9, 13 y 16 dias,

respectivamente.
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Area de la parte aérea | *** HHE HHE * HHE HHE n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento

Fig. 6.6 Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre el area de la parte aérea.

Condiciones de crecimiento y analisis estadistico como en Fig. 6.5.

La [CO;] también afect6 a las plantas sometidas a sequia (Fig. 6.6A) de forma
que las plantas creciendo a elevada [CO;] mostraron un 31%, 17% y 12% mas de area
de la parte aérea que las plantas crecidas a [CO,] ambiental, para los tratamientos de
sequia D9, D13 y D16, respectivamente.

Cuando se restableci6 el riego en los tratamientos de sequia se pudo observar
que la [CO,] elevada produjo mayor aumento de area de la parte aérea que la [CO;]
ambiental, de modo que R1 y R2 fueron un 9% y un 6% mayores a [CO;] elevada que a
[CO,] ambiental, respectivamente (Fig. 6.6B). Las plantas de los tratamientos R1 y R2
alcanzaron un area de la parte aérea, respecto a su control D16, del 60% bajo

condiciones de [CO;] ambiental. Por otro lado, en condiciones de elevada [CO,], las
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plantas de los tratamientos R1 y R2 llegaron hasta un 54% de su respectivo control D16.
El porcentaje de recuperacion de las plantas que se sometieron primero a 9 dias de
sequia (R1) fue del 124% y 86% en [CO,] ambiental y elevada [CO;], respectivamente.
La recuperacion que experimentaron las plantas que permanecieron 13 dias en sequia
(R2) fue del 112% y 93%, en condiciones de [CO,] ambiental y elevada [CO;],
respectivamente (Fig. 6.6B).

La eficiencia en el uso del agua (EUA) es un parametro que relaciona la
ganancia en peso de la planta en relacion al agua consumida durante el mismo periodo
de crecimiento. La EUA (Fig. 6.7) se vio marcadamente afectada por la [CO;] (P <
0,001). En plantas regadas, la EUA permanecid practicamente constante a partir del dia
9 del experimento. El elevado CO; caus6, sin embargo, un incremento medio del 136%
en la EUA de plantas regadas comparando con las plantas crecidas y regadas bajo [CO;]

ambiental en el mismo periodo de tiempo.
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El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
' T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento.

Fig. 6.7. Interaccion a lo largo del tiempo entre la sequia y el elevado CO, sobre la eficiencia en el uso

del agua por planta entera (EUA). Condiciones de crecimiento como en Fig. 6.5.
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Después de 16 dias en sequia (P < 0,001), la EUA se incrementd un 95% bajo
ambas [CO;]. A pesar de esta similitud, la EUA dependi6 de la [CO;] ya que las plantas
en sequia presentaron mayores EFUA cuando crecian a elevada [CO;] que a [CO;]
ambiental. Esto es un 61%, 62% y 98% para D9, D13 y D16, respectivamente.

Al restablecer el riego, las plantas de los tratamientos de R1 y R2 (Fig. 6.7B)
presentaron valores de EUA aun superiores que los de sus respectivos controles del D16
bajo ambas [CO,]. Las plantas del tratamiento R1 mostraron valores de £UA inferiores
a los de plantas que estuvieron en sequia durante 9 dias bajo ambas [CO;]. Las plantas
del tratamiento R2 mostraron valores de £UA similares a los de las mismas plantas tras
haber estado 13 dias en sequia, bajo ambas [CO,]. De este modo mantuvieron una
elevada EUA. En cualquier caso, tanto las plantas de R1 (72%) como las del tratamiento
R2 (91%) presentaron mayor EUA a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental.

En la Tabla 6.1 se representa tanto el numero de hojas como el reparto de
biomasa entre la parte aérea y la radical en funcién de los diversos tratamientos. El
numero de hojas se vio afectado significativamente por la [CO,] (P < 0,001), por la
sequia (P < 0,001) y por el tiempo de exposicion al tratamiento de las plantas (P <
0,001). También resultaron estadisticamente significativas las interacciones entre [CO;]
y sequia (P < 0,001), [CO;] y el tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,001), asi
como entre sequia y el tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,001).

Durante todo el estudio se obtuvo un mayor nimero de hojas en plantas
creciendo a elevada [CO,] que a [CO,] ambiental, independientemente del régimen
hidrico. Asi, cuando las plantas estaban regadas y ademas crecian a elevada [CO;]
contenian un 27%, 44%, 31% y 30% mayor niimero de hojas que a [CO;] ambiental en
los dias 0, 9, 13 y 16, respectivamente.

Por otro lado, las plantas en sequia presentaron menor nimero de hojas que las
plantas regadas. La diferencia para los tratamientos de D9, D13 y D16 fue de un 45%,
46% y 64% menor nimero de hojas, respectivamente, en plantas de sequia que en
plantas regadas en condiciones de [CO;] ambiental. Cuando las plantas crecieron a
elevada [CO,] las diferencias para los mismos tratamientos fueron del 46%, 51% y 63%
menos hojas en sequia que en riego. Por lo tanto el efecto de la sequia fue similar bajo
ambas [CO;] (Tabla 6.1).

Para las plantas que crecian en condiciones de elevada [CO;] pero en sequia,

también se observaron porcentajes mayores en el numero de hojas que en plantas
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creciendo a [CO;] ambiental y restriccion hidrica. Estos porcentajes fueron un 43%,
19% y un 34% para las sequias de D9, D13 y D16, respectivamente (Tabla 6.1).

Tras el periodo de restablecimiento del riego se observo mayor cantidad de hojas
a elevada [CO;] que a [CO;] ambiental (Tabla 6.1). Para las plantas de los tratamientos
R1 y R2 el nimero de hojas fue un 31% y 17% mayor a elevada [CO,] que a [CO;]
ambiental, respectivamente. Las plantas de los tratamientos R1 y R2 incrementaron su
nimero de hojas, hasta que alcanzaron valores que fueron 75% y 66% de su control
D16, respectivamente, bajo condiciones de [CO,] ambiental. Por otro lado, en
condiciones de elevada [CO;], las plantas de R1 y R2 llegaron a un 76% y un 59%,
respectivamente, de su control D16. El porcentaje de recuperacion de las plantas que se
sometieron primero a 9 dias de sequia (R1) fue del 143% y 123% en [CO;] ambiental y
elevada [CO;], respectivamente. La recuperacion que experimentaron las plantas que
permanecieron 13 dias en sequia (R2) fue del 75-77% bajo ambas [CO,] (Tabla 6.1).

En cuanto a la produccion de biomasa aérea observamos que la [CO,] ejercio un
efecto significativo (P < 0,001), asi como el tiempo de exposicion al tratamiento (P <
0,001), la sequia (P < 0,001) y las interacciones de los factores CO, con el tiempo de
exposicion al tratamiento (P < 0,001), el CO; con la sequia (P < 0,001) y el tiempo de
exposicion al tratamiento con la sequia (P < 0,001) (Tabla 6.1).

Desde el comienzo del estudio la biomasa aérea fue superior a elevada [CO;]
que a [CO;] ambiental, siendo un 21%, 65%, 39% y 38% superior en los dias DO, D9,

D13 y D16, respectivamente, en condiciones de riego (Tabla 6.1).



Tabla 6.1. Numero de hojas por planta, biomasa parte aérea (gPS véstago) y biomasa parte radical (gPS raiz). Los valores son la media = ES de al menos
tres experimentos independientes, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo dia de medida, las diferentes letras representan diferencias

significativas a un nivel de P < 0,05.

N° hojas gPS viastago

Dias Riego 350 700 350 700
0 C 4,1 = 0,20 a 52 £ 0,20b F0O,109 £ 0,000a 0,132 + 0,01 b
11,5 £ 1,00 b 16,6 £ 1,00 ¢ 0,420 £ 0,03 b | 0,737 £ 0,07 ¢

6,3 + 0,30 a 9 +0,60b | 0241 +002a 0,325 + 0,03 ab

C
S
13 C PO 182 + 120 ¢ OBEENENG0ZM 0,760 + 0,06 ¢
S
C
S

gPS raiz

75 + 0,50 a 89 + 050a | 0262 +0,02a 0356 + 0,03 a

0300 264 + 0,80 ¢ [NOIRGOMENGIOGNEN 1,183 + 0,06 e

73 + 0,40 a 98 + 0,40 ab | 0,302 + 0,02 a 0418 + 0,02 ab

1M 153 £ 080cd 20,1 = 120d 0,506 £ 0,02 be 0,657 + 0,04 ¢

R2 13,3 + 1,60 be 15,6 = 0,70 cd 10,563 = 0,03 be " 0,663 + 0,05 c

Parametro CO, Tet' Sequia CO,xTet! CO,xSequia Tet'xSequia CO,xT.e.t.x Sequia
N° hojas $ok ok *okok *okok $ok ok *okok dokok n.s.
Biomasa del vastago | *** HkK Hokk ok HkK ok n.s.
Biomasa raiz *ok Hokk n.s. n.s. n.s. okok n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
! T.e.t. es el Tiempo de exposicion al tratamiento.
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Las plantas en sequia presentaron un 43%, 52% y un 65% menos biomasa del
vastago que las regadas en los tratamientos de D9, D13 y D16, respectivamente, a [CO:]
ambiental. La disminucion de biomasa aérea en plantas de sequia creciendo a elevada
[CO3] fue del 56%, 53% y 65%, respecto a sus plantas regadas, en los tratamientos de
D9, D13 y D16, respectivamente. El efecto de la sequia bajos ambas [CO;] fue similar
(Tabla 6.1).

En los tratamientos de sequia se observaron valores un 35%, 36% y 38%
superiores a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental en los dias D9, D13 y D16,
respectivamente.

Ademas, tras el riego, las plantas que habian estado en sequia y crecidas a
elevada [CO,] mostraron un 30% y un 18% madas de biomasa en los tratamientos R1 y
R2, respectivamente, que las que habian crecido bajo [CO,] ambiental y en sequia
(Tabla 6.1). Las plantas de los tratamientos R1 y R2 alcanzaron una biomasa del
vastago, respecto a su control D16, del 59% y 65%, respectivamente, bajo condiciones
de [CO;] ambiental. Por otro lado, en condiciones de elevada [CO;], las plantas de R1 y
R2 llegaron hasta un 56% de su control D16. El porcentaje de recuperacion de las
plantas que se sometieron a 9 dias de sequia, R1, fue del 110% y 102% en [CO;]
ambiental y elevada [CO;], respectivamente. La recuperacion que experimentaron las
plantas que permanecieron 13 dias en sequia, R2, fue del 115% y 86% bajo [CO,]
ambiental y elevada [CO,], respectivamente (Tabla 6.1).

Cuando analizamos la produccion de biomasa radical (Tabla 6.1) vimos que
hubo un efecto significativo de la [CO,] (P < 0,01) y del tiempo de exposicion al
tratamiento (P < 0,001), habiéndose encontrado una interaccion estadisticamente
significativa entre la sequia y el tiempo de exposicion al tratamiento (P < 0,001).

Bajo elevada [CO;] y condiciones de riego las plantas presentaron mayor
biomasa radical, esto es, un 10%, 24%, 40% y 6% a elevada [CO;] que a [CO;]
ambiental, para los tratamientos en riego de D0, D9, D13 y D16, respectivamente.

Como se puede observar en la Tabla 6.1 las plantas tras 9 dias de sequia
invierten gran cantidad de energia en acumular biomasa radical para captar el agua
residual del substrato de manera que presentan mas biomasa radical que las plantas
regadas de su misma edad (D9), un 121% y un 100% maés en las plantas de [CO;]
ambiental y de elevada [CO,], respectivamente. A partir del dia 9 del experimento, la
falta de agua afecta negativamente a la produccion de biomasa radical y la produccion

neta siempre es menor que en plantas regadas. De este modo, en los tratamientos D13 y
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D16 se observan descensos del 7% y 28%, respectivamente, comparando con las plantas
regadas de su misma edad y [CO;] ambiental, y del 23% y 17%, respectivamente, a
elevada [CO,].

En cualquiera de los tratamientos hidricos se puede comprobar que el aumento
de CO; estimula la produccion de biomasa radical (Tabla 6.1) ya que el CO, también
estimuld mas el crecimiento de las raices en plantas sometidas a sequia, un 12%, 15% y
un 23% en los tratamientos D9, D13 y D16, respectivamente, comparado con las de
[CO,] ambiental.

Esta estimulacion por el CO, también se observd en las plantas en las que se
restableci6 el riego. Para las plantas de los tratamientos R1 y R2 obtuvimos un 27% y
un 67% mas biomasa radical, respectivamente, a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental.
Las plantas de los tratamientos R1 y R2 alcanzaron una biomasa radical, respecto a su
control D16, del 47% bajo condiciones de [CO,] ambiental por lo que no se recupero,
ya que aunque se restableci6 el riego el peso seco de las raices no aumento6. Por otro
lado, en condiciones de elevada [COx], las plantas de R1 y R2 llegaron hasta un 56% y
un 74%, respectivamente, de su control D16. El porcentaje de recuperacion de las
plantas del tratamiento R1 respecto a estas mismas plantas cuando estaban en sequia
(S9) fue del 4% vy la recuperacion de las plantas del tratamiento R2, respecto a las
mismas plantas cuando estaban en sequia (S13) fue del 6% bajo elevada [CO,] (Tabla

6.1).

Tabla 6.2. Cociente raiz:parte aérea (R/A) en funcion del peso seco de ambas partes.

Control Sequia
Dias 350ppm 700ppm 350ppm 700ppm
0 1,21 1,10 1,21 1,10
9 0,56 0,40 2,17 1,81
13 1,30 1,31 2,53 2,15
16 1,19 0,92 2,44 2,17

En el caso de las plantas que crecieron a elevada [CO,] y buena disponibilidad
hidrica se observo un cociente R/A similar o ligeramente inferior al de plantas regadas y
crecidas bajo [CO,] ambiental (Tabla 6.2).

La sequia produjo un aumento significativo del cociente R/A en las plantas los
dias D9, D13 y D16 respecto a las plantas regadas, concretamente un 287%, 95% y

105%, respectivamente, bajo [CO,] ambiental (Tabla 6.2) y en condiciones de elevada
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[CO;] también presentaron cocientes R/A superiores a los de sus controles, siendo de un
352%, 64% y 136%, en los dias D9, D13 y D16, respectivamente (Tabla 6.2).

Si analizamos el cociente R/A de las plantas crecidas bajo elevada [CO;] y
sequia respecto a las plantas crecidas en sequia y [CO,] ambiental se observd que los
cocientes fueron inferiores bajo elevada [CO;], esto es un 17%, un 15% y un 11%

inferiores para las sequias de los dias D9, D13 y D16, respectivamente (Tabla 6.2).

6.2.3. Parametros relativos

A partir de los resultados de parametros absolutos analizamos el resultado de
tasa de produccion de biomasa, RGR total, el RGR del vastago y el RGR de la raiz
desde el comienzo hasta el final del estudio (Tabla 6.3). El RGR se expresa como el
incremento de materia seca por dia y en funcion de la materia seca de partida. A su vez,
esta tasa depende de los componentes funcional y morfolégico de la planta, NAR y
LAR, respectivamente (Tabla 6.4).

No se observo efecto significativo de la [CO;] sobre el RGR total, RGR del
vastago y RGR raiz a pesar de que plantas regadas y crecidas a elevada [CO,]
presentaron un 3% mas de tasa RGR total que las plantas regadas y crecidas bajo [CO,]
ambiental (Tabla 6.3).

La sequia caus6 un efecto significativo (P < 0,001) sobre el RGR total y RGR
del véstago (Tabla 6.3). Cuando las plantas crecieron con buena disponibilidad hidrica
presentaron mayor RGR total y RGR del véastago que las plantas en sequia. Observamos
que se produjo un descenso del 29% y del 26% respecto a sus plantas regadas en el
RGR total tras 16 dias de sequia creciendo bajo [CO,] ambiental y elevada [CO,],
respectivamente y un descenso del 44-46% en las mismas condiciones en el RGR del
vastago bajo ambas [CO,] (Tabla 6.3). En los resultados que obtuvimos para el RGR de
la raiz no se observaron efectos significativos de la sequia. En condiciones de elevada
[CO;] en el D16 tanto las plantas regadas como las de sequia muestran la misma tasa de
crecimiento de la raiz. En los tratamientos de sequia de D16 el RGR raiz fue un 7%
mayor que el RGR radical de las plantas regadas en condiciones de [CO;] ambiental.
Bajo elevada [CO;] el RGR de la raiz de plantas en riego y de plantas en sequia fue

similar.
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No se observaron diferencias significativas entre el RGR del vastago de plantas
a elevada [CO;] o [CO,] ambiental en sequia (Tabla 6.3). En condiciones de elevada
[CO3] y sequia el RGR de la raiz fue un 9% inferior que en plantas en sequia y [CO;]
ambiental.

Al restablecer el riego observamos que el RGR total de las plantas de los
tratamientos de recuperacion, R1 y R2, fue un 8% y un 15% mayor, respectivamente, en
condiciones de elevada [CO;] que de [CO,] ambiental aunque estas diferencias no
fueron significativas. Bajo elevada [CO,] los valores de RGR total de R1 y R2
alcanzaron respectivamente un 72% y 79% de su valor control del mismo dia, D16. En
condiciones de [CO,] ambiental el RGR total de R1 y R2 mostraron respectivamente un
69% y 71% de su valor control en el D16 (Tabla 6.3). Por otro lado, bajo ambas [CO;],
el RGR del vastago tras el riego mostro valores cercanos, aunque todavia inferiores, a
los valores control regados en el D16 (Tabla 6.3). En condiciones de [CO;] ambiental,
los valores de RGR del vastago de R1 y R2 mostraron valores del 81% y 88%,
respectivamente, de su control del D16 y bajo elevada [CO;], R1 y R2 alcanzaron un
77% y 68%, respectivamente, del valor de las plantas control del D16 (Tabla 6.3). Cabe
destacar también que las recuperaciones de RGR del vastago a elevada [CO,] fueron
inferiores que a [CO;] ambiental, un 7% y un 24%, para R1 y R2, respectivamente.
Respecto al RGR raiz, tras el riego, se observo que las plantas de los tratamientos R1 y
R2 bajo [CO;] ambiental mostraron valores respecto a su control D16 del 71% y 92%,
respectivamente. En condiciones de elevada [CO;] los valores de RGR raiz de R1 y R2
mostraron datos del 86% y 88% de su control en el D16, respectivamente (Tabla 6.3).
Las plantas del tratamiento R1 y elevada [CO,] presentaron un RGR raiz superior, 19%,
que las plantas de [CO;] ambiental. Por el contrario, R2 presentd un 6% menos de RGR

radical en plantas de elevada [CO,] que en plantas de [CO,] ambiental.



Tabla 6.3. Tasa de crecimiento relativo total (RGR total, g PS g”' PS dia™), tasa de crecimiento relativo de la parte aérea (RGR del vastago, g PS g”' PS dia™)
y tasa de crecimiento relativo de la raiz (RGR raiz, g PS g™ PS dia™) al final del experimento, dia D16. Los valores son la media + ES de al menos tres
experimentos independientes, repetido cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo dia de medida, las diferentes letras representan diferencias

significativas a un nivel de P < 0,05.

RGR total RGR del vastago RGR raiz
Dias Riego 350 700 350 700 350 700
0,128 =+ 0,00 be | 0,132 + 0,01 c 0,129 + 0,00 e 0,128 + 0,00 de 0,110 =+ 0,01 a 0,108 = 0,01 a

0,091 = 0,0l a 0,098 + 0,00 a | 0,070 + 0,00 a 0,072 + 0,00 a | 0,118 + 0,01 a 0,107 £+ 0,00 a

0,088 + 0,00a | 0,095 + 0,00 a [0,105 * 0,00 bed 0,098 + 0,00 cd [0,078 + 0,01 a 0,093 £ 0,01 a

0,091 + 0,0l'a | 0,105 + 0,00 ab 0,114 =+ 0,01 ede| 0,087 + 0,00 ab [0,101 = 0,01 a 0,095 + 0,01 a

Parametro ‘ CO, Sequia CO,x Sequia

RGR total ns. Hkk n.s.
RGR del vastago | n.s. ok n.s.

RGR raiz n.s. n.s. n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
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Al analizar el efecto del CO; sobre los componentes NAR y LAR del RGR total
se puede deducir que el componente funcional, NAR y el morfolégico, LAR (Tabla 6.4)
muestran respuestas diferentes a la elevada [CO;]. En el caso de NAR, los tratamientos
presentan mayores valores a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental, independientemente
del régimen hidrico aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla 6.4)

La sequia afect6 significativamente al NAR (P < 0,05) (Tabla 6.4). Las plantas
de 16 dias en sequia presentaron un NAR ligeramente superior, 2%, al de plantas
regadas en condiciones de [CO,] ambiental. Bajo elevada [CO;], las plantas de 16 dias
en sequia mostraron un NAR un 14% superior respecto al de plantas regadas en el D16
(Tabla 6.4). En el caso de plantas en sequia vimos diferencias en el NAR dependiendo
de la [CO;] a la que crecian ya que las plantas crecidas bajo elevada [CO;] presentaron
un NAR superior que las plantas en sequia de [CO;] ambiental, esto es, un 13 %.

Los valores de NAR en los tratamientos de recuperacion mostraron una
tendencia a igualar valores de plantas regadas bajo ambas [CO,]. En el caso de las
plantas de los tratamientos de R1 y R2, alcanzaron el 63% y el 67%, respectivamente,
del valor control de NAR en ¢l D16 en condiciones de [CO,] ambiental. Estos datos de
plantas de R1 y R2, bajo elevada [CO;] alcanzaron un 73% y 88%, respectivamente, del
valor control del D16 (Tabla 6.4). Los datos de recuperacion fueron superiores a
elevada [CO;] que a [CO;] ambiental en un 16% y un 32%, para R1 y R2,

respectivamente (Tabla 6.4).

Tabla 6.4. Tasa de asimilacion neta de la parte aérea (NAR, g PS m™ dia) y relacion de area parte aérea
(LAR, m® kg™ PS). Los valores son la media = ES de al menos tres experimentos independientes, repetido
cada uno de ellos tres veces. Dentro del mismo dia de medida, las diferentes letras representan diferencias

significativas a un nivel de P < 0,05.

Dias Riego 350 700 350 700
16 C 11,03 + 1,02bc" 11,09 + 0,59 ¢ 11,63 + 1,34 be. 11,89 + 0,50 be

S | 1125 £048c 12,69 + 042¢c | 810 = 0,16a 7,72 £ 0,19 a
RSBl 697 £ 0.15a 8,10 + 0,11 ab [12,59 + 0,36 be 11,75 + 0,32 bc

R2 7,43 £ 0,42 a 9,80 + 0,76 abc [[12;31 = 1:89" ¢ 10,68 + 0,47 b

Parametro | CO, Sequia CO; x Sequia

NAR n.s. * n.s.
LAR n.s. * n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo
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La [CO;] no tuvo efecto significativo sobre el componente morfolégico LAR
(Tabla 6.4). Cuando las plantas crecieron en condiciones de riego no hubo diferencias
significativas entre ambas [CO,] (Tabla 6.4).

El pardmetro LAR (Tabla 6.4) es indicativo de la relacion entre el area de la
parte aérea y el peso seco total de la planta. El efecto de la sequia sobre LAR fue
negativo, estadisticamente significativo (P < 0,05) (Tabla 6.4). Este descenso de LAR
en plantas de sequia fue un 30% para D16 comparando con sus controles en riego y
[CO;] ambiental. En condiciones de elevada [CO;] el descenso fue del 35% para las
plantas de D16. Por tanto se observd que bajo elevada [CO;] el efecto de la sequia fue
ligeramente mayor.

Cuando las plantas crecieron en condiciones de elevada [CO;] y sequia los
valores de LAR fueron ligeramente inferiores que en plantas de sequia y [CO,]
ambiental (5%) aunque estas diferencias no fueron significativas (Tabla 6.4). Es decir,
la caida del componente morfoldgico (LAR) contrarrestd el aumento del componente
funcional (NAR) causado por la sequia lo que se tradujo en una disminucion del RGR
total (Tabla 6.3).

El efecto negativo que provoca la sequia sobre el LAR revirtio visiblemente
cuando se restablecié el régimen de riego. Como se puede deducir de los resultados
expuestos en la Tabla 6.4, tanto R1 como R2 mostraron valores cercanos a las plantas
regadas de D16 (elevada [CO,]) o, incluso, los sobrepasaron ([CO;] ambiental) (Tabla
6.4). Las plantas del tratamiento R1 y elevada [CO,] presentaron un LAR 7% inferior
que las plantas bajo [CO;] ambiental. Del mismo modo, las plantas de R2 y elevada
[CO,] también mostraron un LAR inferior, 13%, que las plantas bajo [CO;] ambiental
(Tabla 6.4).

El parametro LAR se descompone en dos componentes: el area de la parte aérea
especifica, SLA, que es la relacion entre el area y la biomasa seca del vastago, y la
relacién de peso del vastago, LWR, que es la relacion de peso del vastago frente a la
biomasa total (Tabla 6.5). El efecto de la [CO,] sobre el SLA (Tabla 6.5) fue
estadisticamente significativo (P < 0,001). Cuando las plantas crecieron en condiciones
de elevada [CO,] y riego el SLA de éstas fue un 8% menor que el de plantas en riego
bajo [CO;] ambiental.

En nuestros resultados observamos que la sequia provocd un descenso no
significativo en el SLA (Tabla 6.5). Como se puede observar, el SLA en plantas de
sequia fue un 9% menor que el de plantas regadas el dia D16 bajo [CO,] ambiental. En



154 Parametros de crecimiento

condiciones de elevada [CO;] el area especifica de la parte aérea también descendid
respecto a las plantas control, un 11% el D16. Cuando las plantas crecieron en
condiciones de elevada [CO;] y sequia mostraron un SLA un 11% inferior que el de
plantas en sequia bajo [CO;] ambiental (Tabla 6.5).

El SLA de las plantas tras la recuperacion hidrica mostré valores similares a los
de plantas regadas en D16 bajo ambas [CO,] (Tabla 6.5). En condiciones de elevada
[CO3] las plantas de los tratamientos R1 y R2 mostraron datos de SLA un 9% y un 5%

inferiores, respectivamente, que las plantas creciendo bajo [CO;] ambiental.

Tabla 6.5. Area especifica de la parte aérea (SLA, m* kg™ PS). Relacién de peso del vastago (LWR, g PS
g PS). Los valores son la media + ES de al menos tres experimentos independientes, repetido cada uno
de ellos tres veces. Dentro del mismo dia de medida, las diferentes letras representan diferencias

significativas a un nivel de P < 0,05.

Dias Riego 350 700 350 700
25,61 = 040b | 23,50 + 0,47 ab [0,454 = 0,05 abc 0,506 + 0,02 ¢

23,39 + 0,49ab 20,79 + 0,64a | 0,346 + 0,02 a 0,371 + 0,01 ab

25,79 £ 0,63 b 2335 + 0,41 ab [ 0,488 £ 0,02 be| 0,503 + 0,02 ¢

2446 £ 1.31b ° 23,17 + 0,61 ab 10,503 £ 0,08 ¢ | 0,461 + 0,03 abc

Parametro | CO, Sequia CO; x Sequia
SLA o n.s. n.s.
LWR n.s. * n.s.

El * hace referencia a diferencias significativas a nivel de P <0,05; ** a P <0,01; *** P <0,001; n.s. no significativo

La [CO;] no tuvo efecto significativo sobre LWR aunque en el dia D16 las
plantas regadas presentaron un LWR 11% superior a elevada [CO;] que a [CO,]
ambiental (Tabla 6.5). Se observa que la fraccion de la masa total invertida en hojas es
superior bajo elevada [CO,] que bajo [CO,] ambiental.

El efecto de la sequia sobre el porcentaje de biomasa del vastago frente a la
biomasa total, LWR (Tabla 6.5), fue significativamente negativo (P < 0,05). Plantas
creciendo en sequia mostraron un LWR 24% y 27% menor respecto a sus plantas en
riego del D16 en condiciones de [CO;] ambiental y elevada [CO;], respectivamente.
Cuando las plantas crecieron en condiciones de elevada [CO;] y sequia también
mostraron un LWR 7% superior que las plantas de [CO,] ambiental y sequia.

Al restablecer el riego se observd que la relaciéon de peso del vastago, LWR
(Tabla 6.5) se recuperaba y el efecto negativo de la sequia desaparecidé bajo ambas

[CO,]. En el caso de [CO;] ambiental se observo que tanto R1 como R2 superaron (7-
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10%) el LWR de plantas control en el D16. Igualmente, bajo elevada [CO,] los valores
de LWR se recuperaron siendo el R1 un 99% y el R2 un 91% del LWR de plantas
control en el D16 (Tabla 6.5). En el caso de las plantas rehidratadas no se observaron

diferencias en el LWR respecto a la [CO»].

6.3. Discusion

Nuestros resultados indican que la [CO,] y el contenido hidrico del suelo tienen
una interaccidn significativa sobre el crecimiento de la planta. Los efectos positivos del
elevado CO,; sobre el crecimiento de la planta estdn modulados por las condiciones de
menor contenido hidrico del suelo. Esto coincide con varios estudios previos en los que
se muestra como el crecimiento se ve estimulado por el elevado CO; mas en
condiciones de sequia que bajo riego (Gifford, 1992; Conroy y Hocking, 1993; Poorter,
1998; Catovsky y Bazzaz, 1999; Ward et al., 1999; Wu y Wang, 2000; Zhao et al.,
2006).

6.3.1. Parametros absolutos

La [CO;] a la que crecian las plantas aument6 significativamente la biomasa
total de cebada (P < 0,001) (Fig. 6.5). Resultados similares obtuvieron Centritto et al.
(2002), Usuda (2004) y de Souza et al. (2008). Ademas Kimball (1983), y Eamus y
Jarvis (1989), en exhaustivas revisiones, en los que analizaron el efecto del elevado CO,
en la productividad en numerosas especies y mostraron un aumento de biomasa seca
total a elevada [CO,].

El mayor peso seco por planta, a elevada [CO,] comparado con [CO,] ambiental,
puede ser debido a una mayor asimilacion fotosintética (capitulo 4) (Centritto et al.,
2002) y/o a una acumulacion de carbohidratos estructurales y de almacenamiento
(Agiiera et al., 2006) en cebada a elevada [CO,] (Pérez-Lopez et al., 2010). Como ha
sido demostrado por Pérez-Lopez (2008) plantas de cebada de la misma variedad que
nuestro estudio creciendo a elevada [CO;] presentaron més almidén por peso seco que
las plantas de [CO;] ambiental. Ademas, autores como Stitt (1991), Nie et al. (1995),
Makino y Mae (1999) y Pérez-Lopez et al. (2010) han observado en diversas especies

C3 una mayor acumulacion de almidén y azucares solubles bajo condiciones de elevada



156 Parametros de crecimiento

[CO;z] que bajo [CO,] ambiental. El aumento del contenido en carbohidratos es el
cambio mas pronunciado y universal observado en hojas de plantas C3 creciendo en
condiciones de elevado CO, (Drake et al., 1997; Long et al., 2004).

Las plantas crecen debido al aumento en el contenido de agua celular. El
alargamiento de las células ocurre gracias a la entrada por 6smosis del agua a su
interior, de forma que la presion de turgencia aumenta. Esto hace que las paredes
celulares se extiendan (Antolin, 1991). La estrecha dependencia de este proceso con el
agua ocasiona fuertes respuestas del crecimiento cuando las plantas sufren limitaciones
en el suministro hidrico del suelo (Pigeaire et al., 1988; Westgate y Boyer, 1985). El
peso seco total descendid notablemente con el tratamiento de sequia (P < 0,001) (Fig.
6.5A). Centritto et al. (2002) y Erice et al. (2010) obtuvieron descensos en la
produccion de biomasa seca total como consecuencia de la sequia bajo ambas [CO;].

La elevada [CO,] atmosférica caus6é un aumento de la biomasa total (Fig. 6.5) en
plantas de sequia comparando con plantas creciendo bajo [CO;] ambiental y en las
plantas de recuperacion R1 y R2 al final del experimento. También otros autores
hallaron un aumento de la biomasa seca total por efecto de la elevada [CO;] en plantas
sometidas a sequia comparado con plantas crecidas bajo [CO,] ambiental (Centritto et
al., 2002). Las plantas hidricamente estresadas tomaron menos agua que las bien
regadas y esto, a su vez, tuvo un marcado efecto en la asimilacion fotosintética y en el
crecimiento de la planta.

En este trabajo, el elevado CO, provocod un aumento del area de la parte aérea
(Fig. 6.6) en plantas regadas al final del estudio. De acuerdo a Kimball et al. (2002) el
rango en el que oscila el efecto del CO, (600 ppm) sobre el area foliar en plantas C3 es
de entre -16% a 24%, mostrando de nuevo la gran variabilidad de respuesta debida a la
especie vegetal y/o a las condiciones de crecimiento. Pett (1986) también observo que el
area foliar de pepino fue aumentada por el elevado CO, durante el periodo inicial de
crecimiento pero no en etapas posteriores. Por lo tanto, el efecto del elevado CO,; varia
segun diferentes estudios. Asi, se han descrito aumentos del area foliar (Curtis et al.
1995; Vu et al., 2006; Wulef y Strain, 1982), y disminuciones (Ziska y Teramura,
1992). En la revision realizada por Pritchard et al. (1999) en la que fue analizado el
efecto de la elevada [CO,] sobre el crecimiento vegetal observaron que las plantas
utilizadas en cultivos extensivos presentaron el mayor aumento de area foliar provocado

por el aumento de CO, comparado con lefiosas y no lefiosas (silvestres).
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Por otro lado, la produccion de area de la parte aérea se vio negativamente
afectada por la sequia (P < 0,01). El mayor descenso de area de la parte aérea fue en las
plantas de sequia mas larga, D16, bajo ambas [CO;] (65%). Wu y Wang (2000)
observaron un efecto negativo y progresivo de la sequia sobre el area foliar en Vicia
faba en condiciones de sequia moderada y severa. Bacelar et al. (2007) también
obtuvieron descensos en el area foliar por planta en olivos sometidos a sequia. En
nuestros resultados obtuvimos el mismo descenso de area de la parte aérea tanto a
elevada [CO;] como a [CO;] ambiental provocado por la sequia y lo mismo observaron
Centritto et al. (2002). Por el contrario, Wu y Wang (2000) observaron que las plantas
crecidas bajo elevada [CO;] presentaban mayores descensos en el area foliar en plantas
de sequia que en condiciones de [CO,] ambiental y sequia.

En condiciones de sequia tanto la extension de la pared celular como la toma de
agua — los dos procesos involucrados en la expansion celular — son inhibidos (Boyer,
1968; Jones, 1985). Estos procesos se reflejan en la disminucion tanto del contenido
hidrico de la planta como en el Ww lo que provoca la reduccion del area total por planta.
De esta manera, se puede considerar a estas respuestas como mecanismos para evitar la
deshidratacion porque minimizan la pérdida de agua por transpiracion, permitiendo a la
planta resistir mas tiempo a la falta de agua mientras las hojas se mantienen
fotosintéticamente activas (Dichio et al., 2002).

Plantas de cebada sometidas a sequia y elevada [CO,] presentaron un 12% mas
de area que plantas en sequia bajo [CO,] ambiental al final del experimento (Fig. 6.6).
El crecimiento foliar y, por tanto, el area foliar se ven frecuentemente alterados por
cambios en el potencial hidrico de la planta (Boyer, 1968; Yegappan et al., 1982; Taylor
et al., 1994). Esto, afiadido a la observacion de que el crecimiento bajo elevada [CO;]
mejora la eficiencia en el uso del agua, ha permitido que se atribuya el aumento de
crecimiento foliar de plantas crecidas bajo elevada [CO;] a una mayor presion de
turgencia celular (Madson, 1968). Wu y Wang (2000) dedujeron de sus resultados que
el efecto de la [CO,] era mayor sobre plantas en riego que en sequia, ya que el area
foliar en plantas regadas y elevada [CO;] era muy superior (78%) que en plantas de
[CO,] ambiental, y, en cambio, en plantas de sequia y elevada [CO;] era ligeramente
superior que a [CO;] ambiental. En nuestros resultados el efecto del CO; sobre el area
siempre fue ligeramente superior sobre plantas regadas (19%) que sobre plantas en

sequia.
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Cuando analizamos la distribucion de la biomasa seca total, parte aérea y la
subterranea observamos que el impacto de la elevada [CO;] sobre la produccion de
biomasa del vastago en cebada ha sido significativamente positivo en plantas regadas
(Tabla 6.1). Resultados similares se han observado por otros autores en diversas
especies (Kimball et al., 1995; Cardoso-Vilhena y Barnes, 2001; Lee et al., 1997,
Centritto et al., 2002; Zhao et al., 2006; Agiiera et al., 2006; Vu et al., 2006; de Souza et
al., 2008; Curtis y Wang, 1998; DeLucia et al., 1999; Norby et al., 1999; Smith et al.,
2000; Tissue et al., 2001; Usami et al., 2001; Niklaus et al., 2001; Woodward, 2002;
Eichelmann et al., 2004). El efecto de la sequia sobre la produccion de biomasa seca del
vastago en cebada provocod un marcado descenso (65%) respecto a las plantas regadas
bajo ambas [CO;]. La elevada [CO,] tuvo un efecto significativamente positivo también
en condiciones de sequia sobre la produccion de biomasa del vastago. Wu y Wang
(2000) y Centritto et al. (2002) observaron una estimulacion de la produccion de
biomasa aérea en plantas sometidas a un estrés hidrico moderado y elevada [CO;]
comparado con plantas crecidas en sequia y [CO;] ambiental.

La produccién de biomasa radical fue superior en plantas creciendo bajo elevada
[CO;] comparado con plantas crecidas a [CO,] ambiental durante todo el experimento.
También Fernandez et al. (2002), Vu et al. (2006), Dyckmans y Flessa (2002) y Mao et
al. (2005) hallaron un efecto positivo de la elevada [CO;] en el peso de la parte
subterranea de la planta. Las raices son los sumideros de carbono mas extensos para
gran cantidad de especies vegetales. Por lo tanto, bajo elevada [CO,] los fotoasimilados
son mayoritariamente utilizados para el desarrollo de estos sumideros (Ziska et al.,
1995), de ese modo se mantendria una fotosintesis neta sostenida/prolongada a elevada
[CO,] (Long et al., 1993) y de esa manera no se produce aclimatacion. La redistribucion
de fotoasimilados hacia las raices de plantas bajo elevada [CO;] produce una mayor
expansion celular que a su vez estaria causada por una mayor extensibilidad de la pared
mas que por una mayor division celular (Ferris y Taylor, 1994).

La biomasa radical en plantas de cebada sometidas a estrés hidrico leve (9 dias
de sequia) se vio fuertemente aumentada. En cambio, a medida que el estrés se hacia
mas severo la produccion de biomasa radical se vio negativamente afectada hasta
descender por debajo de los valores control. Algunos autores citan que dependiendo de
la severidad del estrés hidrico y del cultivar, la biomasa radical aumenta, permanece
igual o disminuye respecto a las plantas regadas (Centritto et al., 2002; Silveira et al.,

2003; Erice et al., 2010). Cuando las plantas crecieron en sequia y elevada [CO;]
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siempre mostraron mayor cantidad de biomasa radical que las plantas de [CO]
ambiental. Asi, Centritto et al. (2002) también observaron en Prunus persica mayor
produccion de biomasa radical, en condiciones de sequia bajo elevada [CO;] que a
[CO,] ambiental.

El crecimiento es extremadamente sensible a la sequia y fuertemente
influenciable por la habilidad de la raiz para crecer en suelos que van secandose y para
mantener un estado hidrico 6ptimo de la planta (Tyree y Alexander, 1993). Cualquier
cambio en la distribucion de biomasa provocada por la elevada [CO,] podria, asi
mismo, influenciar el crecimiento de la planta bajo restriccion hidrica. Por otro lado,
Poorter y Nagel (2000) puntualizaron que la variacion de localizacion de biomasa
dependia ligeramente de la disponibilidad hidrica e incluso no era modificada por la
[CO,]. Cuando analizamos el efecto de la [CO,] sobre el cociente R/A a lo largo del
estudio en condiciones de riego observamos valores similares bajo ambas [CO,] (Tabla
6.2). Esto podria deberse a que tanto la masa aérea como la masa radical fueron
aumentando de forma paralela a elevada [CO;]. Al igual que en nuestro estudio, cuando
Ferrario-Mery et al. (1997) y Geiger et al. (1999) crecieron plantas en riego y elevada
[CO;] no vieron diferencias en el cociente R/A comparado con plantas creciendo bajo
[CO;] ambiental. Por otro lado, Baxter et al. (1997) y Fernandez et al. (2002)
encontraron diferencias en el cociente R/A provocadas por la elevada [CO,]. Bajo [CO;]
ambiental el crecimiento de la parte aérea fue menor que el de la parte radical y esto, en
consecuencia, aumento el cociente R/A.

El cociente R/A (Tabla 6.2) fue mayor en las plantas sometidas a restriccion
hidrica que en las regadas bajo ambas [CO;], lo cual se debi6 a que la raiz resulté menos
afectada por la sequia que la parte aérea. Estos resultados son frecuentes en respuesta a
déficits hidricos de diversa intensidad como rasgo de adaptacion a la sequia (Hamblin et
al., 1990; Sanchez-Diaz et al., 1990; Bhattacharya et al., 1990; Cannell y Dewar, 1994;
Prior et al., 1997; Yin et al., 2005; Martin y Stephens, 2006; Villagra y Cavagnaro,
2006; Erice et al., 2007). Las plantas en condiciones de sequia disminuyen la
produccion de biomasa del vastago y pueden aumentar la biomasa radical, manteniendo
cocientes R/A mas elevados. Asi, la sequia severa incrementaria la relacion R/A para
minimizar la pérdida de agua, aumentar la absorcion realizando mayor prospeccion del
suelo y lograr mayor almacenaje de C y N (Volenec et al., 1996; Avice et al., 2003).

La estimulacion del crecimiento llevada a cabo por el elevado CO, condujo a

una EUA significativamente mayor (Fig. 6.7). Resultados similares hallaron Picon et al.
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(1996) y Wullschleger et al. (2002). En nuestros resultados observamos que la mejora
de la EUA se mantiene a lo largo del tiempo en plantas regadas y crecidas bajo elevada
[CO,;] y se incrementd ligeramente bajo [CO,] ambiental. Sin embargo, seglin
Samarakoon y Gifford (1995) el impacto del CO, sobre la EUA cuando la hidratacion
del suelo es alta tiende a disminuir con el tiempo.

La sequia afectd significativamente a la EUA, lo que resultd en un marcado
aumento de ésta. También Arp et al. (1998) y De Luis et al. (1999) obtuvieron valores
de incremento de £EUA de mas del 180% en tratamientos de sequia comparando con los
tratamientos de riego. Por otro lado, el efecto del elevado CO, sobre la EUA provoca un
incremento de ésta que sobrepasa la caida de la tasa de transpiracion, indicando que la
mayor produccion de biomasa seca también contribuye a la mejora de la EUA. En
condiciones de sequia y elevada [CO,] la EUA siempre fue muy superior que en plantas
crecidas a [CO;] ambiental. Observaciones similares obtuvieron Wu y Wang (2000) y
Centritto et al. (2002). Por otro lado, el enriquecimiento en CO,, sobre las plantas
rehidratadas, podria favorecer el mantenimiento de altas tasas de EUA. Esta mejor
conservacion del agua en la planta concuerda con los efectos positivos del elevado CO;
en la eficiencia del uso del agua de la planta (Fig. 6.7) hallados por otros autores (Allen,
1990; Ellsworth, 1999; Gavazzi et al., 2000; Hui et al., 2001; Liao y Wang, 2002; Wu y
Wang 2000; Wu et al., 2002; 2004).

En nuestro estudio, observamos que tras la recuperacion hidrica los valores de
biomasa seca total y el area de la parte aérea superaron el 50% de sus plantas control al
final de experimento. Esta recuperacion de produccion de biomasa y de area podria
deberse a que se reanudan tanto la divisiéon como la expansion celular al restablecer el
régimen de riego bajo ambas [CO;]. Por otro lado, el elevado CO, provocé que tanto la
biomasa total como el area de las plantas en recuperacion fueran ligeramente superiores
(Fig. 6.6) que el de plantas de [CO,] ambiental.

Por el contrario, no se observo recuperacion de la biomasa radical ya que la
biomasa radical de las plantas de los tratamientos R1 y R2 presentaban menos biomasa
radical que las plantas en sequia. Al igual que en nuestro estudio, Silveira et al. (2003) y
Erice et al. (2010) observaron que la biomasa radical de plantas previamente sometidas
a sequia continud disminuyendo tras la rehidratacion. Esta respuesta podria deberse a
que las plantas, en la primera fase de recuperacion, priorizan la produccion de la parte

aérea para proporcionar nuevos tejidos fotosintetizadores.



Parametros de crecimiento 161

6.3.2. Parametros relativos

El RGR total de cebada crecido en riego oscilé entre 0,128 y 0,132 gPS g'PS
dia” (Tabla 6.3). Segun Lambers et al. (1990), el RGR total de plantas herbaceas
creciendo en camaras de crecimiento con un aporte Optimo de nutrientes oscila entre
0,100-0,300 gPS g'PS dia'. En nuestro estudio no encontramos diferencias
significativas entre plantas regadas bajo diferente [CO,] aunque el RGR fue ligeramente
superior bajo elevada [CO;] que bajo [CO;] ambiental. Al igual que nosotros,
Heinemann et al. (2006) en soja y Garbutt et al. (1990) en Abutilon theophrasti a 350
ppm 6 700 ppm de CO, tampoco observaron diferencias significativas en el RGR total.
Se conoce que, generalmente, el elevado CO, aumenta el RGR en los primeros estadios
de crecimiento de la planta y después no suele tener efecto (Poorter, 1989). En el
presente experimento se comprobo que en el primer periodo de crecimiento, desde la
siembra hasta el inicio del tratamiento con sequia el RGR era superior a elevado [CO;]
que a [CO;] ambiental y que desde el DO hasta el D9, las plantas en riego presentaron
un 31% mas de RGR total a elevada [CO;] que a [CO;] ambiental. Segun Poorter
(1993) las diferencias en la producciéon de biomasa absoluta debidas a la [CO,] eran
causadas por cambios de RGR en fases iniciales, esto es, por cambios muy tempranos
en la produccion de biomasa. Otros autores han observado un efecto positivo, negativo
o ningun efecto de la elevada [CO,] sobre el RGR (Wulef 'y Strain, 1982; Poorter et al.,
1988; Musgrave y Strain, 1988; Atkin et al., 1999; Pritchard et al., 1999; Makino et al.,
2000). Esto puede ser debido a que, en periodos de larga exposicion, el elevado CO, a
nivel de planta entera puede producir limitaciones bioquimicas, limitaciones
ultraestructurales o cambios a nivel de cultivo - p.ej. autosombreamiento- (Lambers y
Poorter, 1992).

En el caso del RGR total se vio un efecto significativo de la sequia puesto que al
final del experimento se obtuvo un descenso respecto a las plantas regadas, bajo ambas
[CO;]; siendo este descenso mayor bajo [CO,] ambiental (29%). Al igual que nosotros,
otros autores obtuvieron descensos del RGR total en especies sometidas a sequia
(Galmés et al., 2005; Erice et al., 2010). La caida de RGR en plantas de cebada
sometidas a sequia fue asociada a los cambios en NAR y LAR. Bacelar et al. (2007)
observaron en olivo en sequia disminuciones del RGR asi como disminuciones en el

NAR y LAR. Por el contrario, en nuestro experimento el NAR aument6 con la sequia



162 Parametros de crecimiento

bajo ambas [CO;] y el LAR descendidé con la sequia bajo ambas [CO;]. Asi, en
condiciones de sequia y elevada [CO;] podriamos decir que el marcado aumento del
NAR (componente funcional que depende de las tasas de asimilacién y respiracion)
compensaria el descenso de LAR (componente morfologico determinado por el area
foliar por unidad de biomasa total por planta) proporcionando un RGR ligeramente
mayor a elevada [CO;] que a [CO,] ambiental. Ademds, este descenso en el LAR
vendria acompanado por la menor distribucion de biomasa a las hojas (LWR).

A la hora de analizar el RGR por 6rgano observamos que la [CO,] no afectd ni
al RGR del vastago ni al RGR radical de las plantas con buena disponibilidad hidrica
tras 16 dias de estudio. En el ensayo llevado acabo por Heinemann et al. (2006) con
soja, observaron que tampoco habia diferencias significativas en el RGR del vastago
entre las plantas crecidas a 350 6 700ppm de [CO,]. Por el contrario, la sequia afectod
significativamente al RGR del vastago (Tabla 6.3) afectando negativamente al
desarrollo de la parte aérea de cebada. En cambio, el RGR radical no fue afectado
significativamente por la sequia a cualquiera de las concentraciones de CO,.

El NAR obtenido en nuestro estudio en condiciones de riego al final del
experimento oscilo entre 11,01 y 11,09 gPS m? dia” (Tabla 6.4), valores que estan
entre los valores de 7-20 gPS m™ dia”, publicados por Lambers et al. (1990) para
plantas C3 creciendo con aporte optimo de nitrogeno y una intensidad de luz moderada-
alta. El elevado CO; no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre el NAR en
nuestro estudio. Esto iria en consonancia con la pérdida de estimulaciéon de RGR bajo
elevada [CO;] después de una exposicion inicial de 2 semanas al elevado CO; (Ziska y
Bunce, 1994). A pesar de que no se hallaron diferencias significativas provocadas por la
[CO,], en los tratamientos de sequia y recuperacion obtuvimos mayor NAR en
condiciones de elevada [CO;], lo cual estaria relacionado, principalmente, con un
incremento en la tasa de fotosintesis a nivel de planta entera por unidad de area foliar
(Wong, 1990; Evans et al., 2000; Poorter y Navas, 2003) y con el aumento del area
total (Ziska y Bunce, 1994) comparado con plantas crecidas bajo [CO,] ambiental.
Resultados similares observaron Prior y Rogers (1995).

La sequia tuvo un efecto significativo sobre el NAR (P < 0,05) aumentando en
las plantas en sequia respecto a las plantas regadas bajo ambas [CO,]. Este ligero
aumento del NAR en sequia respecto al riego podria ser la consecuencia de un mayor
autosombreamiento en plantas regadas que en plantas de sequia, sobre todo bajo elevada

[CO;] (Lambers y Poorter, 1992; Ziska y Bunce, 1994) debido a que las plantas en riego
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producen gran cantidad de hojas y la luz no incide con la misma intensidad en todas
ellas como si lo hace en las plantas de sequia al tener un nimero de hojas muy inferior a
las de riego. Por el contrario, lo frecuente en la bibliografia es encontrar estudios donde
la sequia produce un descenso del NAR (Giorio et al., 1999; Liu y Stiitzel, 2004;
Barcelar et al., 2007) ya que viene directamente influenciado por la asimilacién
fotosintetica y ésta a su vez depende de la disponibilidad hidrica.

Los valores de LAR obtenidos en nuestro estudio oscilaron entre 11,63-11,89 m?
kg' PS en condiciones de riego al final del experimento (Tabla 6.4). Usuda (2004)
obtuvo con Raphanus sativus L. cv Kosena valores de LAR que variaban entre 13,2 y
20,4 m* kg PS, valores cercanos al rango obtenido también por Lambers et al. (1990).
En nuestro estudio, observamos que la [CO;] no tuvo efecto significativo sobre el LAR
(Tabla 6.4). En cambio, el efecto de la sequia sobre el LAR si fue significativamente
negativo (Tabla 6.4), bajo ambas [CO,]. El menor numero de hojas y la reducida
expansion de las hojas jovenes, en sequia, pudieron causar un descenso del LAR.
Similares resultados se han observado en plantas de guisante y alfalfa sometidas a
sequia (Anyia y Herzog, 2004; Erice et al., 2010). Plantas de cebada bajo elevada [CO;]
y sequia presentaron menor tasa de LAR que a [CO;] ambiental. Prior y Rogers (1995)
obtuvieron resultados similares.

Cuando se analizaron los dos componentes SLA y LWR del LAR, se observo
que los valores de SLA oscilaban entre 23,50-25,61 m” kg PS en condiciones de riego
al final del experimento (Tabla 6.5), valores que estan dentro del rango 10-50 m” kg™
PS proporcionado por Lambers et al. (1990). La [CO;] provocé un efecto
estadisticamente significativo sobre el SLA (Tabla 6.5). Observamos un descenso del
SLA en las plantas en riego y elevada [CO;] respecto a las crecidas bajo [CO;]
ambiental. En otros estudios se han observado descensos del SLA por efecto del
elevado CO; (Ford y Thorne, 1967; Porter y Grodzinski, 1984; Hrubec et al., 1985;
Jollife y Ehret, 1985; Patterson et al., 1988; Garbutt et al., 1990; Ziska y Teramura,
1992; Rufty et al., 1994; Pritchard et al., 1999; Usuda 2004). El descenso del SLA bajo
elevada [CO,] a menudo es resultado de una alteracion en la anatomia foliar
(aumentando el grosor y/o la densidad de las hojas) o de un incremento en la
acumulacion total de almidon y de azucares no estructurales en la hoja, lo cual ocurre
cuando la fijacion de carbono excede la utilizacion del mismo (Prior y Rogers, 1995;

Pritchard et al., 1999).
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El patron general del efecto de la sequia sobre el SLA fue negativo,
descendiendo bajo ambas [CO,]. También Xu y Zhou (2006a) vieron como el SLA
disminuia a medida que el estrés hidrico aumentaba en Leymus chinensis. Estas
variaciones en los componentes morfoldgicos estan asociados con las estrategias de
adaptacion de las plantas a la sequia (Liu y Stiitzel, 2004), y su plasticidad podria
mejorar la adaptacion de las plantas a la misma. Si disminuye el SLA aumentaria la
densidad de las hojas, hecho que esta considerado como estrategia de mayor resistencia
al estrés hidrico (Patterson et al., 1997; Marcelis et al., 1998; Erice et al., 2010) puesto
que proporcionaria menor superficie transpiratoria (Morse et al. 2002). Segiin Maroco et
al. (2000) un descenso en el SLA podria ocurrir en respuesta a la sequia en plantas
herbaceas como resultado de una mayor inversion en tejidos estructurales permitiendo
aumentar la resistencia a condiciones ambientales desfavorables.

El rango de LWR que obtuvimos en este estudio oscil6 entre 0,454 y 0,506 gPS
g PS en condiciones de riego al final de los 16 dias de experimento (Tabla 6.5). Segun
Lambers et al. (1990) los valores de LWR oscilan entre 0,300 y 0,800 gPS g”' PS en
plantas crecidas en buenas condiciones de luz y aporte 6ptimo de nitrogeno. El efecto de
la [CO,] sobre el LWR no fue estadisticamente significativo aunque provocé un ligero
aumento en las plantas de elevada [CO;] respecto a las de [CO,] ambiental. Autores
como Jollife y Ehret (1985), Patterson et al. (1988) y Poorter et al. (1988) vieron un
efecto positivo del CO; sobre el LWR en diferentes especies.

La sequia disminuy¢ significativamente el LWR bajo ambas [CO,]. Tras 14 dias
en sequia el LWR se vio reducido en plantas de alfalfa segiin Erice et al. (2010). Este
comportamiento indicaria que las plantas modificaban su proporcion de la biomasa seca
del vastago con respecto a la biomasa total para combatir la sequia. De este modo,
viendo la localizacion de la biomasa y el analisis del crecimiento, también revelaria que
este LWR es el componente principal del descenso observado en el LAR.

Los pardmetros relativos estudiados mostraron una respuesta positiva al
restablecimiento hidrico con lo que se confirma la recuperaciéon de los pardmetros
absolutos y que todos ellos muestran que el dafio provocado por la sequia es reversible.

En la mayoria de ellos mejorado por la elevada [CO,].
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6.4. Conclusiones

* En condiciones de riego y elevada [CO,] se vio una estimulacion de produccion
de biomasa total (tanto del vastago como de la raiz) respecto a la [CO,]
ambiental, lo que se tradujo en un aumento del RGR total y del LWR.

* En condiciones de sequia, la biomasa descendid, en mayor proporcidon en la
parte aérea que en raiz, lo que se considera un mecanismo de adaptacion ya que
bajo restriccion hidrica se incrementa la relacion R/A para minimizar la pérdida
de agua por transpiracion (parte aérea) y aumentar la prospeccion del suelo
(raiz).

* La reduccion del crecimiento en condiciones de sequia es una respuesta al menor
aporte hidrico y de nutrientes. Esto se refleja en una menor area de la parte aérea
y menor produccioén de biomasa y como consecuencia obtuvimos menores tasas
de RGR, LAR, SLA y LWR.

* Bajo sequia y elevada [CO,] el descenso de crecimiento total y la reduccion de
las tasas de crecimiento relativo fueron similares en porcentaje que bajo [CO-]
ambiental, aunque se debe tener en consideracion que en sequia la biomasa total,
el area de la parte aérea, el RGR total, el NAR y el LWR fueron mayores a
elevada [CO;] que a [CO;] ambiental. Asi, se pone de manifiesto que el elevado
CO, mantiene la tasa de crecimiento neto mayor con mejores tasas fotosintéticas
y un mejor estado hidrico general de la planta.

* En la mayoria de los pardmetros de crecimiento, tanto absolutos como relativos,
se observo que tras la recuperacion hidrica el efecto negativo de la sequia
revertia. El elevado CO; hizo que las plantas en recuperacion hidrica presentaran

resultados superiores que a [CO;] ambiental.
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7. DISCUSION GENERAL

La sequia es, sin duda, la condicion ambiental transitoria y extrema a que mas
frecuentemente se ven sometidas las plantas puesto que limita el crecimiento y la
supervivencia vegetal. La disponibilidad hidrica es un factor critico para evaluar los
efectos del cambio climdtico sobre las plantas. Ademas también habria que tener en
cuenta la respuesta fotosintética positiva al aumento de CO, atmosférico, que puede
aliviar parcialmente el efecto negativo del aumento de sequia. Por otro lado, una [CO;]
elevada aumenta la biomasa, el crecimiento de las raices y el area total de las hojas, y
altera las tasas de fotosintesis neta, la conductancia estomatica y la eficiencia en el uso
del agua. No obstante, la magnitud de tales respuestas depende de la disponibilidad de
agua, del contenido del nitrégeno en el suelo, de la temperatura o de la luz.

La cebada es uno de los cereales mas cultivados y mejor adaptado a la sequia;
por ello, en este estudio se ha realizado un andlisis paralelo de la sequia y el elevado
CO, en cebada (cultivar Iranis) asi como su posible respuesta fisioldgica a la
recuperacion hidrica tras la sequia.

En este trabajo se ha observado que durante el periodo de sequia, el elevado CO,
retrasé en 3-4 dias el agotamiento del contenido hidrico del suelo. Esta menor tasa de
desecacion del suelo estaba en concordancia con menores tasas de transpiracion en las
plantas crecidas en elevada [CO;], aun cuando el area foliar era mayor que en las
plantas crecidas a [CO,] ambiental. La variacion del Wo observada se debio a la
acumulacion de solutos por una disminucion del contenido hidrico celular por
deshidratacion. Por lo tanto, el mantenimiento de un potencial hidrico menos negativo
en las plantas de elevado CO; seria mas una consecuencia del control estomatico y no
del ajuste osmotico.

Este mejor estado hidrico en las plantas bajo sequia y elevado CO, se vio
acompanado por un Ww;,y mas alto, momento en el que la fotosintesis y la apertura
estomdtica son maximas. La reduccioén de gs, inducida por el elevado CO,, ayud6 a
mantener un potencial hidrico mas elevado. Sin embargo, la reduccion de la
conductancia hidraulica observada en nuestro trabajo podria compensar el efecto de los
estomas y explico en parte el menor Ww observado en plantas a elevado CO,. Tanto en
plantas regadas como en sequia, el elevado CO; caus6 una reduccion del uso total de

agua y un aumento en la EFUA. Esta conservacion del agua del suelo podria ser
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suficiente para prolongar el periodo de fotosintesis y crecimiento cuando el agua llega a
ser limitante.

La cebada creciendo a elevada [CO,] mostr6 una reducida gs como consecuencia
del cierre parcial de estomas. El aumento de Ci originado por la elevada [CO,] puede
provocar el cierre parcial de los estomas. Por otro lado, pudimos observar que el cierre
estomatico también responde a la disminucion de la hidratacion edéfica. A medida que
el suelo se va secando, el nivel de acido abscisico aumentaria, y esto podria inducir la
reduccion de gs. Por consiguiente, las plantas creciendo a elevada [CO;] en suelos
deshidratados muestran mayor cierre estomatico que las plantas que lo hacen a [CO;]
ambiental. Por lo tanto, se da un cierre estomatico mayor, una transpiracion menor y
una conservacion del agua del suelo mayor. Adicionalmente, la reduccion de la gs
inducida por el elevado CO, produce un mayor Ww. A pesar de una gs menor, el valor
de Ci/Ca mayor en plantas a elevada [CO;] alcanzado a un mismo nivel de estrés
hidrico permitid a las plantas que presentaran mayores tasas de 4 que plantas bajo CO,
ambiental. La estimulacién de la 4 llevada a cabo por el elevado CO, fue mayor en
plantas de sequia comparando con las de riego. La sensibilidad estomatica al CO;
condujo a una reduccion de gs y esto contribuy6 a la reduccion de la E observada en las
plantas de elevado CO,.

Los resultados del mayor rendimiento cuantico a elevada [CO,] demuestran que
el funcionamiento del transporte de electrones en el cloroplasto se mantenia mejor en
condiciones de elevada [CO;] tanto si se regaban las plantas como si se mantenian en
sequia, donde se vio que el efecto fue aiin mayor. Por otro lado, las plantas de nuestro
estudio no mostraron aclimatacion fotosintética. Ello puede ser debido a la mayor
cantidad de nitrato aportado en la solucion de riego utilizada durante todo el
experimento. A medida que el suelo se iba secando, tanto la aclimatacion estomatica
como la respuesta directa de gs a la elevada [CO;] varidé con la sequia. En plantas
sometidas a sequia la doble [CO,] caus6 una leve aclimatacion estomatica en el ultimo
dia de sequia.

Bajo elevada [CO,] observamos mayor capacidad de fijar carbono al mismo
tiempo que se reducia la fotorrespiracion, lo que se traducia en una Amax superior y en
un aumento de la actividad Rubisco, como se deduce del aumento en la eficiencia de
carboxilacion, CE. Se ha observado también un efecto negativo del estrés hidrico sobre
Amax,c;, CE, y un mayor efecto sobre Jmax que sobre Vemax, lo que indica que la

regeneracion de la RuBP se vio mas afectada por la sequia que la actividad carboxilasa
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de la Rubisco bajo ambas [CO;]. A medida que la sequia se hace mas severa aumenta el
consumo mitocondrial de azucares, reflejado en un mayor punto de compensacion del
CO; y la respiracion.

Aunque el crecimiento a elevada [CO;] induce cierre estomatico, la estimulacion
de la fotosintesis compensa cualquier limitacion difusional impuesta por los estomas. A
pesar de la alta correlacion entre la fotosintesis y la conductancia estomatica, el impacto
de la limitacion mesofilica sobre la fotosintesis podria haber sido mayor. La inhibicién
de la carboxilacion y el descenso en la translocacion de fotosintatos (TPU) podrian
incrementar la limitacion no estomatica de la fotosintesis. Hemos observado que la Lm,
en condiciones de estrés hidrico, ha sido atribuida a la reduccion de la regeneracion de
la RuBP. Pero no podemos obviar la importancia relativa de la reduccién de la 4
relacionada con la resistencia del mesofilo.

En nuestro estudio, una mayor eficiencia fotoquimica obtenida en plantas bajo
elevada [CO;], tanto en sequia como en riego, se relaciond con un aumento del
transporte lineal de electrones y una mayor eficiencia metabolica en la utilizacion del
ATP y del NADPH. En condiciones de sequia la Amax,luz disminuy6 fuertemente
debido al cierre estomatico y al dafio metabolico que se deduce del descenso en la
eficiencia fotoquimica. Ademas, las plantas creciendo a elevada [CO,] mostraron una
capacidad de regeneracion de la RuBP mayor, asi como un incremento de actividad
potencial Rubisco, confirmada por una mayor eficiencia de carboxilacion. Por otro lado,
las plantas creciendo bajo elevada [CO;] presentaron mayor rendimiento cuantico para
eficiencias fotoquimicas similares (PCO,/PPSII).

La sequia provoca mayor sensibilidad del aparato fotosintético a la
fotoinhibicion puesto que la absorcion de luz excede a la utilizada por la fotosintesis.
Las reducciones observadas en el gP y en la ®PSII con la leve variacion de Fv/Fm
podrian estar asociadas con una aclimatacion del PSII durante el estrés hidrico,
representando asi un mecanismo de fotoproteccion para igualar la tasa fotoquimica con
el consumo de ATP y NADPH. Sin embargo, la sequia no provoc6 un dafio permanente
en el aparato fotosintético (baja variacion del Fv/Fm) gracias al mantenimiento del flujo
de electrones hacia reacciones de oxigenacion, como son la fotorrespiracion y la
reaccion de Mehler, que minimizan y previenen el dafio al PSII. A esto se afiade que el
elevado CO; estimuld la tasa de transporte electronico destinado a carboxilacion,
aumentando la tasa total de transporte de electrones, ETR-Jt como resultado de los

cambios cinéticos de la Rubisco y disminuciéon de la fotorrespiracion. Ademas, bajo
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elevada [CO;], las plantas presentaron mayor concentracion de pigmentos fotosintéticos
que bajo [CO;] ambiental. Por lo tanto, la inhibicién no estomatica de la fotosintesis fue
muy significativa en condiciones de sequia lo que corrobora que la fotosintesis estuvo
determinada tanto por la pérdida de actividad de los cloroplastos como por el
incremento de la resistencia a la difusion de CO,.

En paralelo al aumento de fotosintesis, en este estudio se observo una actividad
NR mayor en plantas bajo elevada [CO;]. El efecto positivo del elevado CO, fue mayor
en la actividad NR-Mg”", lo que a su vez provoco la mejora del estado de activacion del
enzima NR. Ademas, hemos detectado que en las plantas cultivadas en sequia y elevada
[CO3], el efecto del estrés hidrico sobre la actividad NR fue menor. Sin embargo, el
déficit hidrico causa una disminucién de la transpiracion, provocando un descenso en la
absorcion de nitrato por las raices y su transporte a las hojas. Con ello, se vieron
afectadas tanto la actividad NR-EDTA como la actividad NR—Mg2+, de manera que el
estado de activacion de la NR también se redujo.

Las tasas mdas altas de asimilacion de carbono bajo elevada [CO,] vy,
concomitantemente, la mayor disponibilidad de hidratos de carbono hicieron aumentar
la actividad GS. En cuanto al estrés hidrico, la disminuciéon de la actividad GS se
correlacion6 con aquel, y como consecuencia de la inhibicion fotosintética en plantas de
sequia, la energia y los esqueletos carbonados utilizados por la via GS/GOGAT y
proporcionados por la fotosintesis se podrian reducir considerablemente, lo que a su vez
podria tener un efecto negativo en la GS porque es el nivel de energia interna lo que la
regularia. Bajo elevada [CO,], el ATP y los esqueletos carbonados necesarios para la
asimilacion del amonio fueron mas abundantes. Por lo tanto se espera que la sequia
tenga un menor efecto sobre la tasa de actividad GS, como hemos observado en este
estudio. Por otra parte, para Ww similares, la tasa de actividad GS fue mayor bajo
elevada [CO;] en comparacion con la [CO,] ambiental, corroborando que el mayor
suministro de energia y carbohidratos permitié una mayor actividad GS.

Por otro lado, en sequia la fotosintesis se reduce, lo que provoca que la demanda de
energia deba satisfacerse por otras vias como pueden ser a partir del carbono liberado de
los aminoacidos a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos. La desaminacion de
aminoacidos a través del aumento de actividad GDH-NAD proporcionaria esqueletos
carbonados para su utilizacion en la respiracion. Este aumento de la respiracion bajo
estrés hidrico se cree que es necesario para proporcionar energia a mecanismos de

tolerancia al estrés. Cuando las plantas se cultivaron en sequia y elevada [CO,], el Ww
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fue menos negativo, la fotosintesis se mantuvo menos afectada por la sequia, la
actividad GS fue mas constante, y el aumento de la actividad de GDH-NAD, por
consiguiente, también fue menor.

A pesar de que varios autores han obtenido disminuciones en el contenido de
proteina soluble en condiciones de elevada [CO,] debido al efecto de dilucion, nosotros
hallamos mayor concentracion de proteina soluble que bajo [CO,] ambiental. La
concentracion supradptima de nitrogeno pudo haber sido la causa de que no ocurriera
dicho efecto de dilucion. Por el contrario, el contenido de proteina soluble disminuy6 a
medida que avanzaba el estrés hidrico. Sin embargo, cuando las plantas crecieron bajo
elevada [CO,], la tasa de fotosintesis fue mayor, al igual que las actividades NR y GS,
por lo que la sequia tuvo un efecto menor sobre el contenido de proteina soluble.

Por otro lado, el agua es el principal factor limitante para la productividad
vegetal habiéndose sugerido que el efecto positivo de la elevada [CO,] sobre el
crecimiento de las plantas podria depender del estado hidrico de las mismas. El elevado
CO; tendria menor efecto sobre plantas bien regadas en una fase de crecimiento 6ptimo,
efecto intermedio sobre plantas en condiciones de sequia moderada y efecto mucho mas
beneficioso sobre plantas bajo sequia severa, resultando finalmente en un incremento
apreciable del crecimiento vegetal. Nuestros resultados indican que la [CO;] y el
contenido hidrico del suelo tienen una interaccion significativa sobre el crecimiento de
la planta.

La [CO;] a la que crecian las plantas aument6 significativamente la biomasa
total y el area de la parte aérea de cebada debido a una mayor asimilacion fotosintética,
lo que puede traducirse en un incremento tanto de los carbohidratos estructurales como
de almacenamiento. La produccidon de biomasa seca total y de area de la parte aérea
disminuy6 fuertemente como consecuencia de la sequia bajo ambas [CO;] ya que las
plantas crecen debido al aumento en el contenido de agua celular. El alargamiento de las
células ocurre gracias a la entrada por 6smosis del agua a su interior, de forma que la
presion de turgencia aumenta. Esto hace que las paredes celulares se expandan. En
condiciones de sequia tanto la extension de la pared celular como la toma de agua — los
dos procesos involucrados en la expansion celular — son inhibidas. La reduccion del area
total por planta se puede considerar un mecanismo para evitar la deshidratacion porque
minimiza la pérdida de agua por transpiracion, permitiendo a la planta resistir mas

tiempo a la falta de agua mientras las hojas se mantienen fotosintéticamente activas.
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Las plantas hidricamente estresadas tomaron menos agua que las bien regadas y
esto, a su vez, tuvo un marcado efecto en la asimilacion fotosintética y en el crecimiento
de la planta. Sin embargo, plantas de cebada sometidas a sequia y elevada [CO;]
presentaron mayor biomasa y area que plantas en sequia bajo [CO;] ambiental al final
del experimento. El crecimiento foliar y, por tanto, el area foliar es frecuentemente
alterado por cambios en el potencial hidrico de la planta. Ademas, el crecimiento bajo
elevada [CO,] mejoro la eficiencia en el uso del agua.

Cualquier cambio en la distribucidén de biomasa provocada por la elevada [CO-]
podria influenciar el crecimiento de la planta bajo restriccion hidrica. Las raices son los
sumideros de carbono mas extensos para gran cantidad de especies vegetales. Bajo
elevada [CO;] se ha visto que la estimulacion del crecimiento radical es preferencial en
nuestras plantas objeto de estudio. Esto puede ser debido a una mejor redistribucion de
fotoasimilados hacia las raices de plantas bajo elevada [CO,] donde sucede una mayor
expansion celular causada por una mayor extensibilidad de la pared mas que por una
mayor division celular. Es un hecho conocido que dependiendo de la severidad del
estrés hidrico y del cultivar la biomasa radical aumenta, permanece igual o disminuye
respecto a las plantas regadas. Cuando analizamos el cociente R/A observamos que la
elevada [CO,] mejord el crecimiento de todas sus partes vegetativas proporcionalmente.
En las plantas sometidas a restriccion hidrica la raiz resulté menos afectada por la
sequia que la parte aérea en respuesta a déficits hidricos como rasgo de adaptacion a la
sequia. Asi, la sequia severa incrementaria la relacion R/A para minimizar la pérdida de
agua y aumentar la absorcion realizando mayor prospeccion del suelo.

El hecho de que nuestras plantas presentaran porcentajes de descenso de RGR
total similares bajo ambas [CO,] refleja porcentajes similares de descensos en
produccion de biomasa y area de la parte aérea en condiciones de sequia. A pesar de
esto, las tasas de crecimiento relativo siempre fueron superiores a elevada [CO;] con lo
que la produccion neta siempre se mantuvo superior. Esto significa que las plantas de
elevada [CO;], en riego o en sequia, presentaban una ligera ventaja en cuanto a
disposicion de agua y nutrientes cuando se comparan plantas de la misma edad, ya que
las de elevada [CO;] presentan una tasa de desecacion mas lenta, mas conservativa.

La caida de RGR en plantas de cebada sometidas a sequia fue asociada a los
cambios en NAR y LAR. Asi, en condiciones de sequia y elevada [CO;] podriamos
afirmar que el descenso de LAR se correlacionaria con el descenso de RGR. Ademas,

este descenso en el LAR vendria acompafiado por la menor distribucién de biomasa a
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las hojas (LWR) produciendo hojas con mayor densidad tisular. Los cambios obtenidos
en el LAR y en el SLA bajo elevada [CO;] sugieren que las plantas dirigirian menos
carbono para produccion de nueva area foliar acumulando mas masa por unidad de
superficie. En este caso, se formarian hojas mas gruesas ya que se incrementaria la
acumulacion total de almidon y de azlicares no estructurales en la hoja. Por otro lado, el
menor numero de hojas y la reducida expansion en hojas jovenes, en condiciones de
sequia, pudieron causar el descenso del LAR. La sequia disminuy6 el LWR bajo ambas
[CO,]. Esto indicaria que las plantas modificaban su proporciéon de biomasa seca del
vastago con respecto a la biomasa total para combatir la sequia.

Cuando las plantas se sometieron a recuperacion hidrica se vio que la
produccion de biomasa seca total puede volver a aumentar cuando la planta se rehidrata,
asi como la divisidon y expansion celular se reanudaron al restablecer el régimen de riego
bajo ambas [CO;]. Asi, también revirtid el efecto de la sequia sobre los parametros de
crecimiento relativo. Ademads, el elevado CO, provocd un area foliar ligeramente
superior y una mayor biomasa total en plantas de elevada [CO;] comparado con plantas
de [CO;] ambiental. Por el contrario, no se observo recuperacion de la biomasa radical.
Esta respuesta de la parte subterranea puede deberse a que tras la rehidratacion la planta
invierte toda su energia en producir parte aérea, biomasa potencialmente
fotosintetizadora.

Del presente estudio, se concluye que los procesos metabolicos de las plantas de
cebada son sensibles a los efectos de la sequia cuando crecen a las actuales
concentraciones de CO,, pero que cuando el estrés hidrico se simultanea con
condiciones de elevada [CO;], dichos efectos se ven mitigados. Por tanto, se deduce que
el elevado CO, protege a las plantas de cebada lo que les facilitaria una mejor

adaptacion a las condiciones climéticas futuras.
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Los cambios en la concentracion de COz y en la disponibilidad hidrica afectan
a varios procesos fisioldgicos en las plantas. En general, una concentraciéon
de CO2 elevada aumenta la biomasa, el crecimiento de las raices y el area
total de las hojas, y altera las tasas de fotosintesis neta, la conductancia
estomatica y la eficiencia en el uso del agua. No obstante, la magnitud de
tales respuestas depende de la disponibilidad de otros recursos como la del
nitrégeno del suelo, la temperatura o la luz. Sin embargo, el factor mas
limitante para la productividad de los ecosistemas terrestres es el agua. De
ese modo, la interaccion entre la elevada [CO2] y el agua del suelo es de
capital relevancia para la comprension de la respuesta de las plantas frente
al Cambio Climatico. En esta tesis se ha analizado el efecto combinado del
enriquecimiento de COz y el estrés hidrico en cebada (Hordeum vulgare cv.
Iranis) durante la imposicion progresiva de sequia, cuantificando las respuestas
fisioldgicas tanto desde el punto de vista de las relaciones hidricas como del
intercambio gaseoso, la fotoquimica de la fotosintesis, la asimilacion de
nitrdgeno y el crecimiento, determinando, ademas, la capacidad de las
plantas para recuperarse de la sequia a la concentraciéon de CO> actual o
a la que se prevé para el futuro.
Nuestros resultados muestran que plantas de cebada creciendo en riego y
elevada [COz2] presentan un mejor estado hidrico, mayor asimilacion de C,
menor pérdida de agua por transpiracion, mayor asimilacion de N y mayor
contenido de proteinas totales y de pigmentos que las plantas en riego y
[CO2] ambiental. Por otro lado, la sequia afecta negativamente a todos los
parametros hidricos analizados, a la fotosintesis, a la asimilacién de N, asi
como a la concentracion de proteinas y pigmentos fotosintéticos. Al analizar
el efecto combinado de la sequia y la elevada [CO2] se ha observado menor
efecto de la sequia que en plantas de [CO2] ambiental. El contenido hidrico
foliar y del suelo descienden menos, las tasas de fotosintesis se mantienen
durante mas tiempo, la asimilacion de N se ve menos afectada y el crecimiento
es mas elevado que en plantas de [CO2] ambiental. Por otro lado, al restablecer
el riego en plantas de sequia se observa que en la mayoria de parametros

analizados el efecto de la

sequia revierte bajo ambas

[CO2]. Todo ello pone de

manifiesto que bajo

condiciones futuras de [CO2]

la fisiologia de la cebada se

veria menos afectada por la

sequia que en condiciones de

' CO2 ambiental, retrasando durante un periodo

de tiempo mas prolongado las repercusiones

negativas de la falta de precipitaciones que

acompanan al Cambio Climatico.
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