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LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a ComMmO
HERRAMIENTA EN LA INVESTIGACION DE
EFECTOS TOXICOS EN EL APARATO FOTOSINTETICO
DE PLANTAS Y ALGAS*

Sergio Gonzalez Moreno, Hugo Perales Vela, Martha O Salcedo Alvarez

RESUMEN

El andlisis de la emision de fluorescencia de la clorofila
a del fotosistema Il del aparato fotosintético de plantas
terrestres, acuéticasy algas hace posible caracterizar los
efectos y modos de accién de diferentes tipos de estrés
ambiental (temperatura, sequia, altaintensidad luminosa,
salinidad, inundacion) y diversos contaminantes del agua
como metales pesados, herbicidas, detergentes, asi como
de una variedad de compuestos contaminantes del aire.
También puede ser de gran ayuda en laidentificacion de
contaminantes téxicos y sus fuentes. Este método de
andlisis puede ser aplicable alas plantas 0 algasintactas
insitue invivo, o acloroplastos aislados, siendo ademas,
no invasivo o destructivo, rapidoy sensible.

PALABRAS CLAVE: fotosintesis, fluorescencia de clo-
rofilaa, plantas, algas, efectos toxicos.

ABSTRACT

Chlorophyll a fluorescence emission analysis of
photosystem Il from the photosynthetic apparatus of
terrestrial and aguatic plants and algae makes possible
to characterize the effects and modes of action of
different kinds of environmental stress (temperature,
drought, highirradiance, salinity, flooding), several water
pollutants such as heavy metals, herbicides, detergents,
and avariety of air pollutants, aswell. It may be of great
help for identification of toxic pollutants and their
sources. In addition, this method of analysis can to be
applied to plants and algae in situ, and in vivo or to
isolated chloroplasts, isnot invasive neither destructive
and it isafast and sensitive technique.

KEY WORDS: photosynthesis, chlorophyll a
fluorescence, plants, algae, toxic effects.

INTRODUCCION

La fotosintesis es € proceso por €
cual lasplantas, algas, cianobacterias
y bacterias fotosintéticas convierten
la energialuminosa en energia qui-
micaen forma de enlaces quimicosy
eslabase detodas|as cadenas alimen-
ticias de las que depende la vida ani-
mal y humana.

El proceso fotosintético se inicia
cuando la luz es absorbida por los
pigmentos fotosi ntéti cos (basicamen-
teclorofilaa, by carotenoides) delos
complejos antena de la membrana
fotosintética. Parte de la energia ab-

sorbidaestransferidacomo energiade
excitaciony atrapada por el centro de
reaccion, en donde es utilizada para
hacer trabajo quimicamente Util, y la
otra parte es disipada principal mente
como calor y en menor grado re-emi-
tidacomo energialuminosade menor
energia(fluorescencia). Estadistribu-
cion delaenergiaenlostres procesos
ocurre simultaneamente, detal forma
gue € incremento en la eficiencia de
uno de €ellos, resultard en | a di sminu-
cion de los otros dos. Por o tanto, a
través de la medicion del rendimien-
to de la fluorescencia de la clorofila
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se puede obtener informacién de la
eficienciafotoquimicay ladisipacién
térmica de la energia absorbida (1).
En los complejos antena, la energiade
un foton absorbido se suma aladela
molécula de pigmento que la absorbe,
guedando ésta en un estado excitado
inestable, con marcada tendencia a ce-
der este exceso de energia denomina
do energia de excitacion o excitéon y
volver a estado fundamental de ener-
giaminima. Ladesexcitacion se efec-
tlapor tresrutas. @) pérdidade energia
como caor, b) como transferencia de
energia a otras moléculas suficiente-
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mente cercanas y c) liberaciéon de
energiaradiante como foton visiblede
menor energia (fluorescencia) que el
gue causo laformacién del estado ex-
citado. Laenergiatransferidaentrelas
clorofilas de las antenas y canalizada
alasclorofilasdel centro dereaccion
hace que, en éstas, un electron pase
del estado basal aun estado excitado.
Cuando la molécula de clorofila ex-
citada pierde un electrdn, se produce
la separacion de carga el éctrica den-
tro del centro de reaccion (quedando
laclorofilaaoxidada (Chl a*) y una
molécula de feofitina aceptora del
electron reducida (Pheo)). Esto se
conoce como evento fotogquimico pri-
mario y utiliza alrededor del 97% de
los fotones absorbidos, mientras que
el 2.5 % son transformados a calor y
0.5% son re-emitidos como luz fluo-
rescente roja. Si no ocurre la separa-
cion de carga, 95-97% de la energia
luminosa absorbida se libera como
calory 2.5-5.0% como fluorescencia.
En las plantas, las moléculas de clo-
rofilaa asociadas alos fotosistemas|
y Il (PSI, PSII) son las responsables
delaemision delafluorescencia, sin
embargo, ala temperaturade ambien-
te (25°C), lacontribuciondel PSl ala
emision total es minimaen compara-
cion con el PSII. Las caracteristicas
cinéticas delareaccion delafluores-
cencia emitida son determinadas por
laintensidad luminosa de excitacion,
la concentracion de pigmentos que
absorben laluz, latransferenciade la
energiade excitacion, lanaturalezay
orientacién de los pigmentos
fluorescentes, el estado redox de
aceptores y donadores del PSII, el
apilamiento de los tilacoides y la
trangl ocacion de protones, entre otros.
En condiciones naturales, in vivo, la
emision defluorescenciadelossiste-
mas fotosintéticos cambia continua-
mente siguiendo su adaptacion al am-
biente cambiante. Diversos factores
fisicos o quimicos de estrés ambien-
tal como temperaturas altas, heladas,
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sequia, cambios en la intensidad |u-
minosa, salinidad, deficiencias
nutricionales, presencia de metales
pesados, detergentes, herbicidasy 0zo-
no entre otros, afectan lafuncion del
PSII de manera directa o indirectalo
cual modificala emision de la fluo-
rescencia. Por €llo, los cambios en la
emision de la fluorescencia, pueden
utilizarse pararevelar mecanismosde
respuesta, cuantificacién de respues-
tas a estrés e identificacion de cier-
toscontaminantesy susfuentes(1-4).

Las primeras evidencias de la re-
lacion entre las reacciones primarias
delafotosintesisy laemision defluo-
rescencia de la clorofila del PSII se
tuvieron al exponer a la luz, hojas
adaptadas a la oscuridad, donde se
obtuvo un registro de emisién defluo-
rescenciaroja. Lacurvadeinduccion
de fluorescencia (conocida como
"cinética de Kautsky", en honor a
guien ladescribid) mostré unafasede
incremento rdpido de fluorescenciaen
el primer segundo de iluminacién se-
guida de una fase lenta de declive de
fluorescenciadurante varios minutos.
La"fase rapida’, O-1-D-P (cada una
designada secuencialmente por lasle-
tras O, J, I, P), también llamada O-J-
I-P, esta relacionada principal mente
con eventos primarios del PSII. Por
otro lado, la "fase lenta" compuesta
de las fases o inflexiones P-S-M-T,
estd asociada principalmente con
interacciones entre procesos de las
membranas de los tilacoides y proce-
sos metabdlicos en el estroma del
cloroplasto, relacionados con unincre-
mento en laasimilacion de CO, (Fig.
1). El aumento de fluorescenciaen la
"fase rgpida" O-P se ha explicado
COmo una consecuencia de la reduc-
cion (ganancia de electrones) del to-
tal de aceptores de electrones en €l
PSII, particularmente la quinona A
(Q,) Yy laplastoquinona(PQ). Unavez
queel PSII absorbeluzy Q, haacep-
tado un el ectrén, no es capaz de acep-
tar otro hastaque el primero hapasa-

do a siguiente acarreador de elec-
trones, la quinona B (Q;). Durante
este periodo, €l centro de reaccion
est4"cerrado" porque esté totalmen-
te reducido. En cualquier punto en €l
tiempo, la presencia de una propor-
cion de centros dereaccion reducidos
"cerrados’, conduce a una disminu-
cion enlaeficienciafotoquimica, con
un correspondiente incremento en la
fluorescencia. Despuésdeesto, apar-
tir de lafase Py hastalafase T, €
nivel de fluorescencia empieza ade-
caer en €l transcurso de minutos. Aun-
gue muchos factores pueden modifi-
car la fluorescencia de las membra-
nastilacoides, son principa mente dos
los que hacen la mayor contribucion
al nivel de fluorescencia durante la
fases de decaimiento P-T; el primero
es el estado redox de Q, y el segun-
do, lamagnitud del gradiente de po-
tencial electroquimico protonico
(ApH) que existeatravés de lasmem-
branas tilacoides. Los cambios en €
estado redox de Q, ocurren como re-
sultado de cambiosen lavel ocidad de
transporte de electrones no ciclico y
el incremento en el consumo de
NADPH por el metabolismo del car-
bono lo que resulta en un incremento
en lavelocidad detransporte de el ec-
trones y oxidacion de Q,. El decai-
miento de fluorescencia debido a la
oxidacion de Q, se ha denominado
"decaimiento fotoquimico" gP, mien-
tras que, € debido a cambios en la
magnitud del gradiente de potencial
€l ectroquimi co proténicotrandtilacoidd
se denomina "decaimiento no-
fotoquimico" (QNP). Lamagnitud del
coeficiente de decaimiento no
fotoquimico (gNP) reflgjaademéasde
los cambios en e gradiente de pH,
inactivacion de centros de reaccion
(fotoinhibicion), cambios confor-
macionales dentro de los complejos
de pigmentos en la membrana
tilacoide, desconexién de complejos
cosechadoresdeluz movilesdel PSII,
formacion de zeaxantina, disminu-
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Figura 1. Curva de induccion de fluorescencia de clorofila a (fases rapida y lenta, OIDPSMT) y su correspondencia con las reacciones de la
cadena transportadora de electrones. La primera sefial registrada se denominé O (Origin) y su intensidad usualmente se expresa como Fo
(fluorescencia inicial o basal). En este punto, Q, esta en su mayoria oxidada. La fase| (inflexion) corresponde a la reduccion de Q,. Lafase D
(declive) esindicativa dela oxidacion de Q, en la transferencia de electronesde Q, a Q... El nivel defluorescencia P correspondeala reduccion
de PQy su intensidad normal mente se denomina Fm (fluorescencia méxima). La fase S (Estado estacionario) de decaimiento de fluorescencia
esta relacionada con la re-oxidacion de Q,, la energizacion dela membrana tilacoide debida a transl ocacion de protones (4pH) y a transicion
deestadol 2. LasfasesM (maxima) y T (terminal) corresponden a la disminucion de gP eincremento de gN (4pH) y estan relacionadas con
la captacion de CO,, velocidad de liberacion de O2 'y la disponibilidad de NADP*, ADP y fosfato.

cion del rendimiento cuantico efec-
tivo de la fotoquimica del PSII
(@) Y lavelocidad de transporte
de electrones fotosintético (ETR).
L os cambios en estos dos procesos

se completan en 15-20 minutos (varia-
ble entre las especies) enlos que se al-
canza un estado estacionario (1, 5).
Desde la descripcion inicial de los
procesos mencionados alafecha, el co-

nocimiento de larelacion entre reac-
ciones primarias de la fotosintesis y
la fluorescencia de la clorofila a se
haincrementado notablementegracias
a los avances en la instrumentacion
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paramedir lafluorescenciacon tiem-
pos de resolucién altos (10 us) y ala
capacidad de adquisicion de datos
misma que se ha mejorado en varios
ordenes de magnitud.

Relacion entre la emision de fluo-
rescencia registrada y los eventos
fotoquimicosprimarios
Cuando una muestra preacondi-
cionada a la oscuridad es iluminada,
la fluorescencia de la clorofila a se
incrementa rdpidamente. Este incre-
mento es un reflgjo de la reduccion
“cierre" de los centros de reaccion
del PSII y por lo tanto provee infor-
macion de la actividad fotoquimica
del PSIl y lareduccion "llenado" de
lapozade plastoquinona. Lacinética
delafluorescenciadelaclorofilapre-
senta cuatro inflexiones nombradas
OJIP cuando se grafica el tiempo en
logaritmo (Fig. 2):
(1) O, es e vaor minimo de la fluo-
rescencia (Fo). Aparece alrededor de
los 50 usy en ese  momento todos
los centros de reaccion estan oxida
dos"abiertos',gP=1y gNP=0.
(2)J, se desarrolla alos 2 ms (F, =
F,.J) Y estarelacionada con lareduc-
cion parcial delaQ,.
(3)1, se desarrollaalos 20 ms (F, =
F,omd Y Estarelacionadacon lareduc-
cion parcial de Q, y Q;.
(4P, es e valor maximo de la fluo-
rescencia (Fm). El tiempo en el que
se alcanza depende del protocolo ex-
perimental aunque en condicionesfi-
siol6gicas normales se alcanza en al-
rededor de 1s. En este momento to-
dos los centros de reaccion estan re-
ducidos"cerrados’, gP=0y gNP=1.
P es el punto de fluorescencia méaxi-
ma debido a que € flujo de electro-
nes desde PQ a través del complejo
b/f es el paso mas|lento de lacadena.
Por otra parte, el tiempo para llegar
desde lasfases| (0 J) aP no esmas
corto debido aque hay muchamés PQ

que Q,.
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Figura 2. Cinética de emision de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il en la fase
répida y su relacion con las reacciones en la cadena transportadora de electrones. O, es €
valor minimo dela fluorescencia (Fo). Aparece alrededor delos50 usy en ese momento todos
los centros de reaccion estan oxidados "abiertos’. J, sedesarrollaalos2 ms(F, = F, ) yesta
relacionada con la reduccion parcial dela Q,. I, sedesarrollaalos20 ms(F, = F20 ) y esta
relacionada con la reduccion parcial de Q,y Q. P, es &l valor maximo de la fluorescencia
(Fm). El tiempo en € que se alcanza depende del protocolo experimental. En este momento
todos |os centros de reaccion estan reducidos " cerrados’.

Lainterpretacion de estas sefiales
experimentales con los cambiosenlos
componentes moleculares de las re-
acciones se ha establecido sobre un
modelo que supone que los comple-
jos cosechadores de luz (LHC-PSII)
donde se encuentran los pigmentos
antenay los centros de reaccion (RC-
PSII) son sistemas individuales. El
model o permite un andlisissimpledel
flujo de energia a través del PSII (2,
6). El flujo de energia puede ser en-
tendido por varios parametros: Flujo
absorbido (flujo de fotones absorbi-
do por pigmentosdelaantena (ABS),
flujo atrapado (flujo de energiatrans-
ferida al centro de reaccion que serd
convertidaen energiaredox reducien-
doQ, aQ, (TR), flujo de transporte
electronico (al oxidarse Q,” seinicia
el transporte de electrones que con-
duce a la fijacion de CO,)(ET) y
flujo de disipacion de energiano atra-

padacomo calor o transferidaaotros
sistemas no fluorescentes (DI) (Fig.
3). Como puede observarse en el mo-
delo, laeficienciacuanticaméximade
lareaccion fotoguimicaprimariaTRo/
ABS = ¢, la eficiencia con la que
un exciton atrapado puede mover un
electron mas dlade Q,” en lacadena
transportadorade el ectronesETo/TRo
=vy,, Yy laprobabilidad de que un fo-
ton absorbido mueva un electron en
la cadena transportadora de el ectro-
nesETo/ABS= ¢ estan directamen-
terelacionados alostres flujos como
cocientes de 2 de ellos. ¢, se deriva
de lamultiplicacion de ¢,y y,. El
producto cuantico maximo de la
fotoquimicaprimaria (¢, ) estambién
denominado como fase luminosa, de-
bido aque su valor puede ser modifi-
cado por laintensidad luminica. Por
otro lado, la eficiencia con la que un
exciton atrapado mueve un electrén
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despuesde Q,” enlacadenatranspor-
tadora de electrones (v ), es denomi-
nada fase térmica, ya que ésta no es
modificadapor laintensidad luminica,
pero si por la temperatura. Lo ante-
rior ha sido de mucho valor, ya que
en condiciones de estrés se puede de-
finir de maneraespecificalafase que
esta afectando la condicion ala cual
ha sido expuesto el organismo (Fig. 5
y tabla anexa 5B).

El andlisis cuantitativo de la
cinéticadelareaccion de produccién
deladefluorescencia, Ilamada"prue-
ba OJIP", puede usarse para explicar
el flujo de energia a través del PSII
como €l flujo de energia por area de
emision (CS), y también por centro de
reaccion (RC). La relacion entre los
datosexperimentalesy laformulacién
planteada, estuvo basada en la consi-
deracion y los siguientes experimen-
tos (2): en tiempo cero, (después de
un periodo de oscuridad), todos los

centros de reaccion estan oxidados
"abiertos", la velocidad de
atrapamiento TRo/CR que conduce
alareduccionde Q, aQ, ", debe ser
méxima; al bloquear lareoxidacién de
Q, conDCMU 3-(3,4-Diclorofenil)-
dimetilurea (inhibidor del paso de
electronesdeQ, aQ;), TRO/RC estar
ra dada por la pendiente inicial nor-
malizada (Mo, ) delacurvadein-
duccién de fluorescencia (entre 50 y
300 ps) en la fluorescencia variable
maximakFv = Fm-Fo. Si no sebloquea
lareoxidacién deQ, ", €l valor norma-
lizado delapendienteinicial, Mo, in-
dicalavelocidad netadecierredelos
centrosdereaccion RCs, donde €l pro-
ceso de atrapamiento incrementa el
ndmero de centros reducidos y el
transporte de electrones|o disminuye
(Mo = TRo/RC-ET0o/RC). Mo en las
muestras tratadas con DCMU puede
simularse por laamplificacion deMo
medida en muestras sin DCMU por

vAg
<1;@&>

Flujoabsorbido
ABS
Dlo
Ppo = —
ABS
R Flujoatrapado
Flujodetransporte
electrénico
ET

Figura 3. Modelo simplificado de los flujos de energia en € aparato fotosintético. ABS se
refiere a e flujo de fotones absorbido por los pigmentos de la antena (Chl*). Parte de esta
energia de excitacion se disipa como calor y en menor grado como emision de fluorescenciay
la otra parte es canalizada como flujo atrapado TR al centro de reaccion y es convertido a
energia redox reduciendo al aceptor de el ectrones QA a QA- el cual se oxida creando transpor-
tedeelectrones ET. Lafigura derechailustrala derivacion de: rendimiento cuantico maximo
delafotoquimica primaria ( Po), la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un
electron masalla de QA- enla cadena transportadora de electrones ( 0) y la probabilidad de de
gue un fotén absorbido mueva un electrén en la cadena transportadora de €l ectrones ( Eo); a
partir de las relaciones de flujo de energia especificos.
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un factor reciproco aVj (Vj =(F,
Fo)/(Fm-Fo)) y entonces, TRo/CR
= Moy, = Mo/Vj.A partir de
estas ecuaciones se definieron otras
gue permiten el andlisis cuantitativo
de los flujos especificos en relacion
al areadeemision (utilizando losva
loresde Foy Fm) o al centro de reac-
cion (utilizando los valores de Mo y
Vj y de las eficiencias cuanticas o
relaciones de flujo) (Tablal).

Medicion de la emision de fluores-
cenciadelaclorofiladel fotosistema
I

En laactualidad se utilizan principal -
mente 2 técnicas fluorométricas, una
que mide lafluorescenciadirecta, in-
ducidapor excitacion continuay otra,
la fluorescencia modulada, inducida
por excitacién modulada. En el pri-
mer caso, |ahojase adapta previamen-
te ala oscuridad por 10-30 minutos,
posteriormente se exponealuz de 650
nm con una intensidad de alrededor
de 3000 pmoles.m?.s* durante 1-10
segundosy simultaneamente semiden
y amacenan los valores de la fluo-
rescencia emitida Unicamente por la
clorofiladel PSII, desdelos 10 pushas-
ta los segundos programados. Asi se
obtienelacinéticade emision defluo-
rescencia, y los valores de algunos
pardmetros como Fo, Fm, Fv, Fv/Fm
(eficiencia fotoquimica del PSII) y
t .. (tiempo (ms) en el que se acan-
zala fluorescencia méxima); a partir
de los valores registrados, se calcu-
lan otros parametros que expresan el
funcionamiento de diversos compo-
nentes del PSII (2).

Paramedir lafluorescenciamodu-
lada se utilizaun fluorémetro que con-
siste basicamente de 4 fuentes de luz
cualitativa y cuantitativamente dife-
rentes: a) luz roja modulada de baja
intensidad (2 pmoles.m2.s, 583 nm),
b) pulsos deluz actinicade altainten-
sidad (5-20,000 umoles.m.s%), ¢) luz
actinica blanca continua de 300-600
pmoles.m?.s*, d) luz rojo lejano
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TABLA 1
Formulacion del andlisis JIP usando losdatos delafaserapida de
emision de fluorescencia.

Par ametros T écnicos

Fluorescenciaa 50 us
Fluorescencia maxima
Fluorescencia variable a2ms

Pendiente desde el origen dela
fluorescencia

Fluorescencia variable a2ms

Fo

Fm

Fv =Fm-Fo

Mo = (F300us-Fo)/(Fm-Fo)
Vj = (F2ms-Fo)/(Fm-Fo)

Fluj os especificos expresados por centros dereaccion (RC)

Absorcién por RC
Atrapamiento atiempo 0 por RC
Disipacién atiempo O por RC

Transporteelectrénico atiempo 0 por RC

ABS/RC = (Mo/Vj)/(1-FolFm)
TRO/RC  =MolVj = (ABSRC) o,
DIO/RC = (ABS/RC) - (TRO/RC)
ETO/RC = (TRO/RC) v,

Fluj os especificos expresados por area (cross section) (CS)

Absorcién por CS ABS/ICS =FooFm

Atrapamiento atiempo 0 por CS TRo/CS = (TRo/ABS)/(ABS/CS)
Disipacion atiempo O por CS DlIo/CS = (ABS/CS) - (TRo/CS)
TransporteelectronicoatienpoOpor CS  ETo/CS = (ETo/RC)(RC/ABS)

Densidad de RC por CS RC/CS = (ABS/CS)(RC/ABS)
Eficiencias cuanticas (o relaciones de fluj o)

Producto'cuént'i co méxi mo dela Pp, =TRo/ABS = (Fm-Fo)/(Fm = (1-
fotoquimica primaria (Fo/Fm) = Fv/Fm

Producto cuéntico méximo de disminucion (02 =DIo/ABS =1- ¢, = Fo/Fm

de excitacion fotoquimica

Eficiencia con la que un exciton atrapado v, = ETo/TRo = 1-Vj

puede mover un electrén después de QA"

Probabilidad de un excitén absorbido Py = @y, = (TRO/ABS)/(ETO/TRo)=
mueva un electron después de QA" ETo/ABS = (1-Fo/Fm)(1-Vj)
Indices vitales

indice de funcionamiento Pl, o =[RC/ABY| [, /(1-¢ )W /1y ]
Fuerzaimpulsora de lafotosintesis DF ¢ =Log[Pl,.J

(umoles.m2.s?, de 735 nm) y un de-
tector de fluorescencia que registra
solamentelafluorescenciaemitidaen
lafrecuenciay lafasede luz modula
da. La hoja se expone alaluz modu-
lada de baja intensidad para determi-
nar Fo, luego se sobrepone un pulso
de luz de dta intensidad para deter-
minar Fm, y enseguida, también so-
brepuesta alaluz modulada, se apli-
caluz actinicablancacontinuaduran-
te algunos minutos para llevar a es-

tado estacionario; nuevamente, se
aplica un pulso de luz saturante para
determinar Fm'y al final seaplicaluz
rojo lejano para promover la
reoxidacion de plastogquinonay deter-
minar Fo'. (Fig. 5D). A partir de es-
tos pardmetros se calculan los valo-
res de rendimiento fotogquimico ope-
raciona del PSII (@), decaimiento
fotoquimico (gP), decaimiento no-
fotoquimico (gNP) y transporte de
electrones (ETR) (1, 5). Ambos mé-

todos pueden dar informacion no
idéntica totalmente, pero tampoco
contradictoria. En la actualidad los
fluorémetros de mayor uso a nivel
mundial son losdelas marcas alema-
na(Walz) einglesa (Hansatech). La
figura 4 muestra 2 de los equipos
Hansatech para la medicion de fluo-
rescenciadirectao fluorescenciamo-
duladaen plantasy agas.

I nfor macion que se obtiene median-
te el anélisisde emision de fluores-
cencia de la clorofila a del
fotosistemall

Deacuerdo al andisisdelafaserapi-
da OJIPy las ecuaciones planteadas
parala cuantificacion del comporta
miento del PSII (3, 5), se puede tener
informacion sobre: @) los flujos de
energia especificos para absorcion
(ABS), atrapamiento, (TRo), transpor-
te de electrones (ETo) y disipacion
(Dlo) por centro dereaccidn o por area
activa de la hoja; b) eficiencia
cuantica o relacion de flujos como el
rendimiento cuantico de la
fotoquimicaprimaria((ppo), laeficien-
cia con la cual un excitén atrapado
puede mover un electrén en lacadena
transportadorade el ectronesmasalla
deQ, (v,),y & rendimiento cuantico
de transporte de electrones (¢ ); €)
lacantidad de centros de reaccion ac-
tivos por area de emision; indice de
funcionamiento (Pl) el cual combina
criterios estructurales y funcionales
del PSII; d) el nimero de centros de
reaccion de reapertura muy lenta o
centros de reaccion que no unen Q;
€) estimacion del nimero de centros
liberadores de oxigeno (OEC); f) e
numero de veces que Q, se reduce
desde el tiempo O to al tiempo en el
que se a canzaa maximo de fluores-
cenciat_  (N); g) lafraccion pro-
medio de centros de reaccion abier-
tos durante el tiempo necesario para
completar la reduccién de todos los
centros de reaccion (Tabla 1). En
cuanto a andlisis de la fase lenta de
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Fluorémetro de fluorescenciacontinua
Handy PEA Hansatech

Fluorometro de fluorescencia modu-
|ada FM S2 Hansatech

Figura 4. Fluorémetros Hansatech para el registro de fluorescencia directa o modulada en

plantasy algas.

lacinéticadeinduccion defluorescen-
cia(7) se puede obtener informacion
importante en rel acién alos procesos
fotoguimicos y no fotoquimicos aso-
ciados con la conversion de energia
enloscloroplastos. Varios parametros
de la fluorescencia de la clorofila a
proporcionan informacion sobre el
proceso de fotosintesis en las plantas
o algas bajo diferentes condiciones
externas o internas. Los valores nu-
meéricos delos parametros de fluores-
cencia reflgjan la interaccion de las
plantas con su medio, €l metabolismo
de cloroplastos, 1os mecanismos
regulatoriosen lamembranatilacoide,
y latransferencia de energia de exci-
tacion.

Medicion de la emision de fluores-
cenciadelaclorofila aen algas

Para tener informacién de la activi-
dad fotosintética de un alga a través
de la medicién de la emision de la
fluorescenciade laclorofilaa, esne-
cesario el poder distinguir entrelali-

beracion de |a energia absorbida por
procesos fotoquimicos (gP) y losNo-
fotoquimicos (QNP). Lamanerausual
de hacerlo, esatravés del "apagado”
de una de las dos vias, de tal manera
gue se puede medir el producto de la
otra. Generalmente se "apaga’ lavia
fotoguimica a través de latécnica de
dos pulsos, la cual permite que mo-
mentaneamente |a.contribucion delos
procesos fotoquimicos sean igual a
cero. Por medio de esta técnica se
puede calcular el decaimiento
fotoquimico (gP), € cual representa
la proporcion de laenergia de excita-
Cion atrapada por |os centros de reac-
cion abiertosy que hasido usadapara
€l transporte electrénico.

gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo")

Otro término relacionado con el
anterior esel rendimiento fotoquimico
operacional del PSII (@, ). Estemide
la proporcion de energia absorbida
que esta siendo usada para impul sar
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€ proceso fotoquimico. De modo que,
es una medida de la eficiencia del
transporte el ectronico lineal.

O, = (FM-Fs)/Fm'

El pardmetro anterior puede ser
usado para calcular la tasa de trans-
porte electronico (ETR).

ETR=((Fm'-Fs)/ Fm’) x 0.84x 0.5
x PAR (m2s?)

Donde €l valor de 0.84 en la for-
mula, equivale alaproporcion deluz
que es absorbida por el algay el de
0.5alaproporciondeluz que estrans-
ferida a sistema a cada uno de los
fotosistemas (PSIl y PSI) y la radia-
cion fotosintéticamente activa (PAR)
utilizada en pmoles.m2.s* (1)

Por otro lado, €l decaimiento no
fotoquimico (NP o NPQ) representa
la proporcion de energia disipada
térmicamente y puede ser calculado
de dos maneras:

gNP = Fm-Fm/Fm-Fo'
NPQ = Fm - Fm/Fm'

El término gNP o NPQ reflgala
influencia de procesos no
fotoguimicos en la emision de fluo-
rescencia de la clorofila durante la
transicion de una muestra del estado
adaptado a la oscuridad al estado
adaptado a la luz, como cambios en
el gradiente de pH transtilacoidal,
inactivacion de centros de reaccion
(fotoinhibicion) y cambios confor-
macionales dentro de los complejos
de pigmentos en la membrana
tilacoide, desconexion de complejos
cosechadores de luz moviles del PSII
y formacion de zeaxantina. El
pardmetro méasusado enlaemision de
la fluorescencia es el rendimiento
cuéntico méaximo paralafotoguimica
primaria cuando todos | os centros de
reaccion del PSIl estan oxidados o
"abiertos" (Fv/Fm) (9).
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Fv/Fm = (Fm-Fo/Fm)

Esimportante sefialar que mientras
o, estarelacionado con la eficien-
ciacuanticaalcanzadapor €l PSII, gP
y Fv/Fm proveen informacién sobre
los procesos que pueden modificar
esta eficiencia. Por lo tanto, unadis-
minucion en gP est4 dada por lare-
duccién o "cierre" de los centros de
reaccion, como resultado de una sa
turacion luminicao de unainhibicién
del transporte electrénico. Por otro,
lado una disminucién en Fv/Fm esta
dada por un aumento en gNP (1).

Aplicacionesdel analisisdela emi-
sion defluorescencia dela clorofi-
laa

Por el andlisis de la cinética de emi-
sion de fluorescencia directa 'y los
pardmetros registrados y calculados,
podemos saber si determinado factor
de estrés tiene efecto en los eventos
fotoquimicosdel PSII o en eventosno
dependientesde luz. Cuando loseven-
tosfotoquimicos son los af ectados por
un factor de estrés de manera directa
o indirecta, podemos conocer s la
alteracion se produjo en alguno delos
siguientes componentes o reacci ones:
a) el complejo antena (LHC), por
€jemplo, reduciéndose la captacion de
energia o incrementadndose la disipa-
cion delaenergiacaptada; b) latrans-
ferencia de energia de la antena al
centro de reaccion (RC), la cua po-
driaser reducidao disipadaa momen-
to detransferirse por desconexion con
el centro de reaccidn; ¢) € centro de
reaccion, que no "atrape” la energia
transferiday ésta sea disipada; d) la
velocidad de reduccion de Q, o alte-
racion de los niveles de Q, lavelo-
cidad de reduccion de Q, o laaltera-
cion de los niveles de Qg €) €l blo-
gueo delatransferenciade electrones
entre Q, y Qg; f) disminucion de la
velocidad de reduccion de PQ; g) €
complejo liberador de oxigeno, dis-
minuyendo su actividad y como con-
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Tiempo (ms)

Control DCMU Cu?*

Producto cuantico

Producto cuantico méximo de
lafotoquimica primaria ((ppo)

Eficiencia con la que un exciton
atrapado puede mover un
electron despuésde Q, (V)

Probabilidad de que un fotén
absorbido mueva un electréon

después de Q,” (9.)

0.710 0.495 0.616

0.521 0.042 0.517

0.369 0.020 0.318

Figura 5. (A) Efecto del DCMU [3-(3,4-Diclorofenil)-dimetilurea] y del cobre (Cu?*) en la

emision del fluorescencia de la clorofila a del
operacionales de Scenedesmus incrassatul us.
boratorio parailustrar este caso.

secuencialimitando el aporte de elec-
trones a centro de reaccion del PSII.
Por el andlisis de la fluorescencia
modul ada podemos conocer si deter-
minado factor ambiental tuvo efectos
en lafotoquimicadel PSIl y en ladi-
sipacion no fotoquimica, como calor
y € gradiente de pH. Estas técnicas
tienen aplicacion en las pruebade pro-

fotosistema Il y (B) los rendimientos cuanticos
Los datos mostrados fueron obtenidos en € |a-

ductividad agricolaen funcién detra-
tamientos con fertilizantes, hormonas,
pesticidasy herbicidas; en ensayosde
seleccion de cultivos tolerantes a di-
ferentes factores de estrés (incluyen-
do cultivos transgénicos); en experi-
mentaci én sobre respuesta a cambios
de intensidad y calidad de luz, tem-
peratura etc., y a la combinacién de
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Figura 6. (A) Efecto delatemperatura en la cinética de emision de fluorescencia dela cloro-
filaadel PSI deplantasdeP. vulgaris (obtenida con el fluorémetro Handy PEA, Hansatech);
(B) "Gréfica dearafna" que muestra los efectos de la temperatura en las actividades aparentes
ABS/CS, TRo/CS, ETo/CS, DIo/CS; €ficiencias cuanticas ¢, ., ¢, € indice de vitalidad
Pl . en plantasde P. vulgaris. Los datos presentados fueron cal culados usando | as ecuaciones
indicadas en la tabla 1 y los valores de fluorescencia registrados con € fluorémetro Handy
PEA, mediante € programa "Biolyzer", disefiado especificamente para éste propdsito por el
grupo de Srasser en la Universidad de Ginebra). Los valores fueron normalizados sobre €
control (25°C). (C) Modelo de hoja obtenido con € programa Biolyzer, queilustra |os efectos
delatemperatura en losflujosdeenergia (por area de absorcion dela hoja, (CS)) del PSI de
P. wulgaris. Las flechas indican los flujos de absorcion de luz (ABS), energia de excitacion
atrapada (TRo), energia de disipacion (Dlo), y transporte de electrones (ETo) mas alla de Q,
. El' ancho de cada flecha representa la intensidad de flujo de energia respectivo. Cada circulo
blanco indica centro de reaccion activo y cada circulo negro representa centro de reaccion
inactivo. (D) Efecto dela temperatura en la actividad del fotosistema |1 de P. vulgaris medida
por emision de fluorescencia modulada. (Los registros se obtuvieron utilizando un medidor de
fluorescencia modulada FMS2, Hansatech). Todos | os datos presentados fueron obteni dos por
los autores para ilustrar este caso especifico.
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factores de estreses fisicosy quimi-
cos; enlaoptimizacion del estableci-
miento de condiciones deluz, tempe-
ratura, humedad en invernaderos, asi
como en los estudios de productos
comercializados como floresy frutos
en relacion a condiciones de almace-
namiento y factores que retardan o
aceleranlamaduraci 6n o0 senescencia.
L asmencionadastécnicas del estudio
de la emision de la fluorescencia de
la clorofila a también tienen aplica
cion en el estudio de la conducta de
ecosi stemas ante cambios globales, en
laecodinémicade sistemas horticolas
y forestales y en la utilizacion de al-
gasy plantas como biorremediadores
de aguas y suelos contaminados con
metal es pesados.

Algunos g emplosdeladutilizacion
del andlisis JIP en el estudio de los
efectos de variostiposde estrésen la
fotosintesis de plantas y microalgas
se presentan en lasfiguras 5-6

Lafigura5A muestrael efecto del
DCMU vy del cobre (Cu?) en la
cinética de emision de fluorescencia
del alga verde Scenedesmus
incrassatulus. El DCMU es un cono-
cido herbicidacuyo efecto esbloquear
el flujo de electrones entre Q, y Q;,
lo que se puede evidenciar enlagréa
ficacomo unincremento rapido dela
fluorescencia hasta alcanzar un valor
maximo (Fm) enlafaseJ, lacual esta
relacionada con la reduccion de Q,.
Por otro lado, se puede observaen la
misma figura que la exposicion du-
rante 168 h a3.14 uM de Cu?* dismi-
nuye los valores de fluorescencia
méximay minima. Lafigura5B mues-
tra los valores de fluorescencia
graficados como fluorescenciarelati-
va en d tiempo [Vt = (Ft-Fo)/(Fm-
Fo)]. Esta expresion experimental
permite visualizar de maneradindmi-
calareduccion deQ, =2 Q,". Sepue-
de observar en esta figura que la
incubacion con DCMU o Cu?*
incrementa la velocidad inicial de la
fluorescencia (Mo), lo que se explica



128

como un incremento en la velocidad
de reduccion de los centros de reac-
cion del PSII. Esto se explica debido
a gque en caso de la inhibicion com-
pleta del PSII con DCMU, los cen-
tros de reaccion son reducidos con la
entradade un solo electron. El efecto
del cobre podria ser similar, es decir
inhibiendo el paso de electrones en-
tre Q,y Qg, sin embargo, es posible
que algunos centros de reaccién no
puedan llevar acabo laseparacion de
cargas, lo cual aumentaria la veloci-
dad del cierre de total de los centros
de reaccion. Por otro lado, el valor de
fluorescencia después de la fase "J"
es el maximo para el caso de la
incubacion con DCMU, sin embargo,
comparado con €l control, la exposi-
cion acobre no modificaladinamica
dereduccionde Q, entrelasfasesde
JaP. Cuando seandizalacinéticade
lafigura4A y latablaanexa(4B) con
base en el modelo de la prueba OJIP
para obtener los productos o
eficiencias cuanticas, se puede obser-
var que la eficiencia con la cual se
mueven |os electrones a través del
PSII (¢_,) disminuye en un 94% y
14% por efecto del DCMU y Cu? res-
pectivamente comparado con el con-
trol. Esta disminucion, en caso del
DCMU, se debe principamente ala
disminucién del flujo de electrones
despuésdeQ, (v ), fasetérmicay en
menor proporcién alafase luminica
(9,)- Por otrolado, enel caso del Cu**
aconcentracionesno letales paraeste
organismo (0.2 ppm), € efecto apa-
rentemente estd mas rel acionado con
la salida de electrones del centro de
reaccion del PSlI, es decir a la fase
luminica (¢, ), yaque el movimiento
de electrones después de Q, (v ),
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practicamente no es af ectado.
Lafigura6 muestralos efectos de
latemperatura en lacinética de emi-
sién de fluorescencia y en algunos
pardmetros de fluorescencia de plan-
tas de frijol comun (Phaseolus
vulgaris) obtenidos por la medicion
defluorescenciadirectay fluorescen-
cia modul ada respectivamente. En la
figurabA seobservaquee incremen-
to de la temperatura hasta 40°C dis-
minuye gradual mente laintensidad de
fluorescencia mientras que a 45 °C
se produce una disminucién abrupta
y la cinética de emision de fluores-
cencia muestraunafase (K) entre Fo
y J (alrededor de los 300 us), lo que
reflgja unalimitacion de la donacion
de electrones por el compleo libera
dor de oxigenoy cambiosen laarqui-
tectura de la antena del PSII con la
consecuente alteracion de ladistribu-
cion de energia. Después del incre-
mento rapido inicial de fluorescencia
debido a la reduccion de Q,, la
reoxidacion de Q,” continua, transfi-
riéndoseloselectronesaQ,, pero de-
bido a la carencia de electrones pro-
cedentes del complejo liberador de
oxigeno, laintensidad de la fluores-
cenciadecreceformandose el picoK.
Lafigura6B muestrael efecto dela
temperaturaen diversos parametrosde
fluorescencia entre los cuales desta-
canel fuerte decremento en €l rendi-
miento cuantico maximo para la
fotoquimicadel PSII (¢, ), y € indi-
ce de funcionamiento PI ... Lafigu-
ra 6C muestra el efecto de la tempe-
raturaen losflujosde energiapor area
de emisién, en hojas de frijol coman,
visualizado en un modelo de hoja en
donde la magnitud del cambio esta
gjustada al ancho delaflechacorres-

pondiente y los centros de reaccion
activos estan indicados por circulos
clarosy losinactivos por circul os os-
curos. Seobservan: a) disminucionen
el transporte de electrones debido a
lainactivacion delos centros dereac-
¢ion (causado por unainactivacion del
complejo liberador de oxigeno); b)
disminucion enladensidad deloscen-
tros de reaccion activos; ) incremen-
to en ladisipacién de energiapor area
de emision y d) disminucion en la
energiaabsorbidapor areadeemision.
La figura 6D ilustra el efecto de la
temperaturaalta en el fotosistemall,
registrado mediante la medicién de
fluorescencia modulada. Destaca la
disminucion en los valores del rendi-
miento cuantico maximo para la
fotoquimica primaria (Fv/Fm), en €
rendimiento fotoquimico operacional
del PSII (D), en el decaimiento
fotoquimico de la fluorescencia (qP)
y en latasa de transporte el ectrénico
(ETR). Estos resultados son con-
gruentes con los observados por el
analisis basado en lamedicion direc-
tade fluorescencia.

En resumen, yaquelafotosintesis
es una funcion esencial en los orga
nismos fotoautotroficos, resulta evi-
dente que la eval uacion de su funcio-
namiento es de lamayor importancia
en un gran numero de situaciones de
interés préctico. La determinacion
cuantitativa de laemision de la fluo-
rescenciadelaclorofilaa, suandlisis
y la obtencion de los parametros co-
rrespondientes, constituyen una for-
maprecisa, confiabley rdpida, deob-
tener informacion molecular que tie-
ne una expresion fisioldgicay que
puede tener multiples aplicaciones
précticas.
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