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Abreviaturas

UV-A: radiacién ultravioleta-A (315-400 nm)

UV-B: radiacién ultravioleta-B (280-315 nm)
- UV-C: radiacion ultravioleta-C (100-280 nm)

CAT: enzima catalasa

APx: enzima ascorbato peroxidasa

SOD: enzima superéxido dismutasa

mda: malondialdehido

CPD’S: dimeros de pirimidina

Fd: ferredoxina

PSI: fotosistema |

PSII: fotosistema Il

ROS: especies activas de oxigeno

AsA: acido ascorbico

MDA: monodehidroascérbico

DHA: dehidroascérbico

RFyy: fluorescencia en el rojo de la clorofila al ser excitada con un pulso de UV
- TBARS: compuestos reactivos al acido tiobarbiturico

UV-B+: Tratamiento con radiacién UV-B solar (filtros Aclar)

UV-B-: Tratamiento sin UV-B solar (filtros mylar)
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Resumen

La capa de ozono estratosférico ha disminuido considerablemente en los
ultimos 20 anos especialmente en el hemisferio sur. Como consecuencia de esta
disminucion se ha observado un aumento en la radiaciéon solar ultravioleta que incide
sobre latitudes medias y altas en la superficie terrestre. Hay poca informacion sobre los
efectos de la radiacion solar ultravioleta-B (UV-B; 290-315 nm) sobre el crecimiento y el
rendimiento de cultivos vegetales y sobre los mecanismos que confieren tolerancia a

esta radiacion.

Este trabajo analiza los efectos de la radiacion ultravioleta-B solar en
experimentos de exclusién de dicha banda de radiacién realizados a campo en Buenos
Aires. Se utilizaron dos cultivos de interés agronémico: uno de época estival, soja, y

otro de época invernal, cebada.

Se analiz6 la sensibilidad al UV-B de estos cultivos a través de cambios en el
rendimiento y el dafo oxidativo (medido en forma de peroxidacion lipidica). Se midieron
también los niveles de compuestos absorbentes de UV en la epidermis (compuestos
fendlicas o fotoprotectores) y la actividad de enzimas antioxidantes como parametros

de respuesta protectora y de defensa al UV-B.

Los experimentos realizados con cebada permitieron analizar el impacto de la
radiacion UV-B solar en una época del afo donde la intensidad de la radiaciéon es
mucho menor a la intensidad en pleno verano. La utilizaciéon de dos variedades de
cebada, una mutante deficiente en la actividad de la enzima catalasa (RPr 79/4) y su
linea madre (Maris Mink) permitieron, a su vez, analizar las diferencias en la respuesta

y tolerancia al UV-B de dos variedades con capacidad antioxidante diferente.

En los experimentos realizados con soja se utilizaron varios genotipos
correspondientes a distintos grupos de madurez que potencialmente podrian presentar
susceptibilidades diferentes al UV-B y variabilidades en las respuestas a dicha
radiacion. Esto permite hacer un analisis mas amplio sobre la interacciéon entre los

mecanismos que confieren tolerancia y el dafio generado por el UV-B.
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Se observé una disminucion en el rendimiento en ambos genotipos de cebada
expuestas a la radiacion UV-B, pese a un aumento significativo en los niveles de
compuestos abrsorbentes de UV en la epidermis. Los efectos sobre el rendimiento
fueron mas severos en el genotipo mutante (una disminucién en el rendimiento del 39
% frente a un 17 % en el genotipo normal). En los genotpos de soja se observé una
tendencia a una disminucion del rendimiento con el UV-B a pesar, también, de
aumentos significativos en los niveles de compuestos absrobentes de UV en la
epidermis. El contenido de estos compuestos vari6 dependiendo del genotipo. Se
observé una realcién positiva entre los mismos y el nivel de rendimiento
independientemente del tratamiento. De esta forma las diferencias en el contenido de
compuestos fotoprotectores entre genotipos podria explicar la variabilidad encontrada

en el rendimiento.

La radiacion UV-B solar aumenté significativamente la actividad de las enzimas
antioxidantes catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APx) en el genotipo Maris Mink
de cebada. Se detectd una baja actividad de CAT en el genotipo mutante, como era de
esperarse, pero se detectaron niveles aumentados de la actividad de APx respecto a

su linea madre. No se encontré una respuesta antioxidante al UV-B para este genotipo

mutante.

No se encontraron diferencias en el nivel de actividad de CAT y APx entre los
seis genotipos de soja analizados. Tampoco se observé una clara respuesta
antioxidante al UV-B, ésta fue muy variable dependiendo del genotipo. Se observo, sin
embargo, una relacién positiva entre la magnitud de la respuesta y los niveles de
compuestos fotoprotectores en la epidermis inducidos por el UV-B.

No se observé que la radiacion UV-B aumentara la peroxidacion lipidica,
medida como contenido de malondialdehido (mda) en plantas de soja. Por el contrario,
se observd que las plantas crecidas bajo radiacion UV-B solar tuvieron niveles de
peroxidacion menores. Se encontré una tendencia a que el nivel de dafo oxidativo sea
menor en las plantas con mayor abundancia de compuestos fotoprotectores,
independientemente del tratamiento. No se midieron niveles de peroxidacién en las

plantas de cebada.



Tesis de Licenciatura - Daniela Battista Resumen

Estos resultados muestran que la radiaciéon solar UV-B reduce el rendimiento
aun en primavera donde las irradiancias son relativamente bajas. La disminucion del
rendimiento ocurrié pese a un aumento significativo en los compuestos absorbentes en
el UV y en la actividad de las enzimas antioxidantes removedoras de H;O,, indicando
que los mecanismos protectores no fueron suficientes para mitigar los efectos de esta
banda de radiacién. La disminucién en el rendimiento no se deberia, en principio, a un

dano oxidativo sino a algun otro tipo de dano.

Los niveles de compuestos absorbentes en el UV determinaron diferencias en
los niveles de rendimiento entre los distintos genotipos y en la respuesta antioxidante al
UV-B. Esta respuesta antioxidante podria ser la responsable de mitigar en gran parte el
daro oxidativo generado por el UV-B. El dafo observado en el genotipo mutante de
cebada sugiere, a su vez, la importancia de la actividad antioxidante tanto constitutiva

como la inducida por el UV-B en la tolerancia a esta radiacion.
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Introduccion

El ozono estratosférico es el responsable de la absorcion de la radiacién
ultravioleta (UV) que incide sobre la tierra. Como consecuencia de la reduccion del
ozono estratosférico documentada en los Ultimos veinte afos se ha observado un
aumento en la transmisién de la radiacién solar ultravioleta (Madronich et al., 1998).
Este aumento de UV es particularmente notorio sobre la Antartida, pero también esta
claramente dosumentado para latitudes medias del hemisferio sur (Mackenzie et al.,
1999)

El interés por el aumento en la radiaciéon UV solar ha crecido debido al aumento
en la incidencia de cancer de piel, dafo ocular y otros efectos que involucran la salud
de los seres vivos en general y por las alteraciones que se producen en los ciclos
bioquimicos de compuestos tanto organicos como inorganicos cuya degradacion
depende de la exposicion a la radiacion solar (Caldwell, 1981; Moorhead & Callaghan,
1994). La deplecion mas importante de ozono se ha observado en la zona antartica
durante la primavera. Si bien los valores de radiacion en esta época del afo son
menores que los niveles de radiaciéon que inciden en zonas de latitud baja en verano,
es importante comprender y predecir el impacto producido por una mayor incidencia de
radiacion UV en ecosistemas poco adaptados a dichos niveles de radiacion (Mackenzie
et al., 1999).

La dosis de radiacion UV solar que incide sobre la superficie terrestre es
altameﬁte variable. Depende de la latitud, hora del dia, estacion, dia del afo, nivel de
nubosidad y nivel de ozono. Los mayores niveles de radiacién se observan en zonas
de latitud baja donde los rayos del sol inciden en forma perpendicular a la superficie
terrestre. En las zonas polares donde los rayos del sol llegan en forma mas indirecta
los niveles son menores (Madronich, 1993). Los niveles de radiacion UV también
dependen de la presencia de sustancias contaminantes. En algunas zonas es posible
que el aumento de radiacién UV debido a la reduccién del ozono estratosférico se haya
visto enmascarada por altos niveles de estas sustancias. Esto sucede principalmente
en zonas industrializadas y urbanas (Frederick ef al., 1993).
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La region espectral del UV comprende longitudes de onda que van desde los
100 nm hasta los 400 nm. Una pequena porcién de esta radiacion llega a la superficie
terrestre y comprende aproximadamente un 7% de la radiaciéon solar de onda corta que
impacta en la superficie terrestre. Las longitudes de onda mas cortas (y por lo tanto las
mas daninas) comprenden el rango que va entre 100-280 nm y corresponden al UV-C.
Este tipo de radiacion es absorbida completamente por gases atmosféricos; oxigeno
(O,) y ozono (O3). El rango comprendido entre 280-315 nm corresponde al UV-B. Esta
banda de radiacion es absorbida solo parcialmente por el ozono. Por ultimo la radiacién
UV-A comprende el intervalo entre 315-400 nm, es poco absorbida en la estratosfera, y

por lo tanto altamente transmitida a la superficie terrestre.
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Figura A Espectro de iradiancia del UV solar al mediodia en un dia de verano en Corvallis, Oregon, USA. Se

muestran las divisiones del espectro de UV.

Si bien la intensidad de radiacion del UV-B es menor a la del UV-A muchas
respuestas biologicas son mayores en el UV-B debido a la mayor energia que poseen
las longitudes de onda mas cortas y a que es absorbido por macromoléculas como
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proteinas y acidos nucleicos. Como la radiacion UV-B es absorbida solo parcialmente
por el ozono, cambios en los niveles de ozono influyen fuertemente sobre los niveles
de radiacién UV-B que inciden en la superficie terrestre y por lo tanto en las respuestas
biolégicas (Caldwell, 1981).

Gran parte de la disminucién de la capa de ozono se debe a la emision de
compuestos halogenados. Estos compuestos son tan inertes que no son removidos de
la atmésfera por precipitacion. Al migrar a la estratosfera son expuestos al UV-C solar
que causa su fotodisociacién. Los clorofluorometanos (CF.Cl;, CFCls) se fotodisocian

en la estratosfera liberando clorina que actia como catalizador de la reduccién del

0zono.

CF,Cl; + hv = CI + CF.CI
Cr+03—CIO + O,
ClO+0-Cl+0,
(Solomon, 1990).

Resulta dificil hacer predicciones sobre los niveles de ozono a largo plazo. Hay
numerosos factores involucrados ademas de los niveles de compuestos halogenados.
Sin embargo si se tiene en cuenta nada mas este factor y se asume que los niveles de
radiacion dependen exclusivamente del ozono y que éste a su vez depende solamente
de la cantidad de compuestos halogenados, se puede hacer una estimacién sobre los
niveles futuros de incidencia de radiaciéon UV. Esta predicciéon tiene en cuenta los
niveles permitidos de produccién de compuestos halocarbonados determinada por el
Protocolo de Montreal en 1987 y asume, ademas, que a partir del afilo 2000 no habra
mas emision de estos compuestos. Este seria el escenario mas optimista y aun asi se
espera que los niveles de radiacion UV que inciden en la superficie terrestre vuelvan a
los niveles observados en 1980 recién a mediados del siguiente siglo (Madronich et al.,
1998).

La radiacion UV y las plantas

Los efectos de la radiacion UV en plantas terrestres han sido estudiados en

considerable detalle en los ultimos 20 afos. Se han observado alteraciones gn la
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morfologia y en el crecimiento asi como efectos a nivel molecular y celular. Se ha
encontrado, por otro lado, una gran variabilidad entre especies y entre variedades
diferentes dentro de una misma especie en la sensibilidad al UV-B y en las respuestas
que éste genera. Algunas especies son altamente sensibles al UV-B mientras que
otras resisten niveles muy superiores a las naturales. La historia de la planta y las
condiciones ambientales (ej. nivel de radiacion fotosentéticamente activa, nivel de
nutrientes, etc.) también influyen sobre esta sensibilidad (Caldwell et al., 1989; Day,

1992).

El UV-B puede dafnar directamente una serie de componentes celulares
importantes (ej. dafio a membranas, dafo al ADN, dafio al aparato fotosintético, etc.).
Estos danos pueden tener consecuencias sobre |a fisiologia de la planta disminuyendo
el crecimiento e induciendo respuestas de proteccion. Hay, ademas, evidencias
indirectas de efctos del UV-B que podrian estar disparados por fotorreceptores
especificos de UV-B. Estos efectos estarian involucrados en los procesos de respuesta
y adaptacién a esta radiacion (Ballaré et al., 1996). Es importante la determinaciéon de
fotorreceptores que puedan mediar o modular estas respuestas. Los fotorreceptores
serian moléculas que absorben en el UV-B y a causa de su modificacion fotoquimica,
activan o inhiben alguna via de trasduccién de sefales, actuando como segundos
mensajeros (Wilson et al, 1995). Entre los cromoéforos potenciales del UV se
encuentran los acidos nucleicos, el acido absisico, acido indolacetico, flavoproteinas,
proteinas y ambas formas del fitocromo. Si bien todas estas moléculas absorben en el
UV (cada una con sus picos de absorcién a distintas longitudes de onda) es dificil la
identificacion de éstos como cromoforos debido a los grandes cambios que en general
una alteracién en alguno de ellos pueda generar en la biologia celular (Caldwell, 1981).
Los espectros de absrocion de las moléculas cromoéforas se correlacionan con la
capacidad de las distintas longitudes de onda de producir una respuesta (espectros de
accion). De esta forma se puede especular cual o cuales moléculas estan involucradas
en determinados tipos de respuestas. La figura B muestra el espectro de absorcién de

alguno de estos cromoéforos.

-10 -
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Figura B Espectro de absorcién de algunos corméforos potenciales de UV en plantas. IAA, 4cido absicico, Pfr
y Pr, las dos formas del fitocromo.

Efectos directos del UV-B

Entre los efectos mas dafinos del UV se encuentra el dafno a los acidos
nucleicos. EI ADN absorbe en el UV principalmente en el UV-C. Una de las lesiones
fotoquimicas mas comunes que suceden cuando el ADN absorbe radiaciéon UV es la
dimerizaciéon de bases pirimidinicas. Los dimeros mas comunes y mejor estudiados
son los dimeros de pirimidina (CPD’s, “ciclobutane pyrimidine dimers”) y los 6,4-
fotoproductos (pirimidin(6,4)pirimidona) (Stapleton, 1992). Se ha observado que la
formaciéon de estos dimeros sucede in vivo como consecuencia de la exposicion a
radiaciones naturales de UV-B (Ballaré et al., 1996). La formacioén de estos dimeros
puede llevar a mutaciones y alteraciones en la transcripcion y duplicacién del ADN con
los consecuentes efectos en la biologia celular y la fisiologia de la planta. Tanto el ADN
nuclear como el mitocondrial y el cloroplastico son sensibles a la radiacién UV-B
(Bornman & Teramura, 1993).

Las proteinas también se ven afectadas ya que los amino acidos aromaticos

absorben en el UV-B. El triptofano, por ejemplo, sufre fotodegradacién. La absorcién
proteica a estas longitudes de onda puede dar lugar a la formacién de fotoproductos
)

-11 -
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aberrantes con funciones bioldgicas alteradas. Esto tendra importantes efectos en la
biologia de la célula, con alteraciones en la transcripcion, actividad enzimatica,

estructura de la célula, divisién y diferenciacion celular.

Una de las proteinas mas afectadas por el UV es la Rubisco (ribulose-1,5-
biphosphate carboxylase). Esta proteina, soluble en el estroma de la planta, conforma
el 50 % de las proteinas totales de la planta y consta de dos subunidades. Ambas
subunidades se ven afectadas por la radiacion UV-B; algunos trabajos reportan una
disminucién de la transcripcion de los mensajeros de la proteina (Jordan et al., 1992) y
otros una disminucién en la actividad de la enzima (Vu, 1984). Otra proteina blanco del
UV-B es la tubulina. Esta proteina citoesquelética posee un alto contenido de amino
acidos aromaticos, haciéndola especialmente susceptible. La tubulina tiene un pico
méximo de absorcién a 280 nm. El UV-B altera su polimerizaciéon afectando la division

celular (Bornman & Teramura, 1993).

La radiacion UV-B también tiene efectos daninos sobre la fotosintesis,
indirectamente afectando la transcripcion de mensajeros de proteinas cloroplasticas y
directamente sobre los fotosistemas. El centro de reaccion del fotosistema |l parece ser
especialmente sensible (Teramura & Sullivan, 1994). Se ha observado a su vez
menores concentraciones de clorofila debido a la radiacién UV-B. Hay trabajos que
muestran que el efecto es debido a un aumento en la degradacién de la misma
(clorosis) y no por una accién especifica sobre enzimas involucradas en su biosintesis
(Jordan et al., 1991).

En general estos efectos tan marcados sobre la fotosintesis y el dafo a las
proteinas se han observado en experimentos realizados en laboratorio con dosis de
radiacion UV-B muy altas. En experimentos realizados a campo los efectos observados
han sido mas moderados. Aparentemente la fotosintesis de las plantas terrestres es
poco sensible al UV-B en condiciones naturales; existen inclusive, trabajos que
reportan un aumento de la fotosintesis con el UV-B en plantas de determinada edad
(Deckmyn & Impens, 1995).

-12-
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Efectos indirectos del UV-B
sobre el crecimiento y
el desarrollo

Las alteraciones del UV-B a nivel molecular y celular tienen implicancias en la
biologia general de la planta. El dafo producido por el UV-B sobre el ADN, las
membranas bioldgicas y la fotosintesis tiene efectos directos en el crecimiento y el
rendimiento. Una disminuciéon de la duplicacién y la transcripcion del ADN y una
disminucién en la tasa fotosintética implican retrasos en el crecimiento. Muchas de las
moléculas que se ven afectadas por el UV-B pueden, también, influir en parametros
fisiolégicos indirectamente a través de la induccion o inhibicion de vias de trasduccion
de senales. Esto resulta en la modificacion de la transcripcion génica y de la actividad
enzimatica y como consecuencia se pueden ver alterados otros parametros mas
generales (ej. alteraciones morfolégicas, alteraciones en el crecimiento, etc). Muchos
de los efectos indirectos del UV-B estan asociados a respuestas de adapatacion y de
defensa. Es posible que algunos de los efectos del UV-B estén mediados por
fotorreceptores cuya modificaciéon fotoquimica desencaden respuestas biolégicas
particulares. Es posible que algunas de las moléculas que se ven modificadas por el
UV-B y que median las respuestas producidas por esta radiaciéon sean moléculas
fotorreceptoras cuya modificacion fotoquimica desencadena respuestas bioldgicas
particulares (Ros & Tevini, 1995; Bames et al., 1996; Ballaré et al., 1995; Ensminger,

1993).

Los cambios inducidos por el UV-B en la morfologia y el crecimiento de la
planta frecuentemente involucran reduccion en la biomasa total de la planta (Tevini &
Teramura, 1989), inhibicién de la expansién foliar, disminucién de la elongacién del
tallo, retraso en la emergencia de las plantulas, alteracion en la tasa de crecimiento
(Ballré et al., 1996) y aumento del grosor foliar (Murali et al., 1988).

El rendimiento también puede resultar afectado como consecuencia de la
radiacion UV-B; se ha observado esto en experimentos de exclusiéon realizados a
campo en el hemisferio norte; aunque los resultados en algunos de estos trabajos han
sido controversiales (Deckmyn & Impens, 1995).

«-13 -
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Las alteraciones en el desarrollo y la reproduccion involucran cambios en el
patréon de floracién, depresiéon de la floracién y alteraciones en el polen y en su
germinacion (Flint & Caldwell, 1984).

Efectos indirectos del UV-B
producidos por un
aumento de ROS

El oxigeno molecular (O;) puede reducirse para formar moléculas mas
reactivas. Estas moléculas conocidas como especies activas del oxigeno (ROS) son
muy perjudiciales, dafando tejidos y estructuras celulares e interfiiendo en procesos
biolégicos. Su rapida detoxificacion es primordial para prevenir el dafo oxidativo; bajo
condiciones fisiolégicas normales la acumulacion de estos compuestos esta
estrictamente controlada por la acciéon de enzimas y agentes antioxidantes. El sistema
de transporte de electrones de la cadena respiratoria y de la fotosintesis es una fuente
de especies activadas de oxigeno, siendo la fotosintesis la principal. Es una
consecuencia inevitable de la actividad fotosintética en una atmoésfera oxigénica. El O,
puede competir por los electrones del fotosistema | dando lugar a la formacién del
anion superodxido (O;) mediante la oxidacion de la ferredoxina (Fd) reducida del
fotosistema | (PSI). El O,” generado es dismutado espontaneamente a agua oxigenada
(H202) y O,. Esta reaccién es acelerada por la accion de una enzima, la superéxido
dismutasa (SOD),

202'+2H‘—-)H202+02

(Foyer et al., 1994a). Existen tres isoformas de la superoxido dismutasa con una
localizacién subcelular diferente. En general la Fe/SOD se encuentra en cloroplastos y
peroxisomas, la Mn/SOD en matriz mitocondrial y la Cu,Zn/SOD en citosol.

Si bien la toxicidad del O;" y el H,0, es relativamente baja estas especies
pueden dar lugar a la formacién de radical hidroxilo (OH’), altamente reactivo, muy
inestable y aparentemente responsable de la mayoria de los dafos biolégicos

asociados a ROS. Otra forma altamente reactiva del oxigeno es el singulete de
)
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oxigeno ('O;) que se forma como subproducto de algunas reacciones enzimaticas, por
ejemplo la accién de la lipoxigenasa. No se ha caracterizado aun la enzima que
cataliza la conversién del OH y del 'O, pero se sabe que son removidos por
antioxidantes no enzimaticos como el a-tocoferol y carotenos (Salin, 1987). También
hay otras reacciones enzimaticas que pueden dar lugar a la formacién de especies
activas del oxigeno, como la accién de la peroxidasa, NADPH oxidasa y xantina

oxidasa.

El H,O, generada es destruida por la accion de enzimas especificas. La
enzima catalasa (CAT) es una hemoproteina que se encuentra en peroxisomas y

cataliza la reaccién de conversion del H,0, a O; y H,0;
2 H,0; - O+ 2 H,0

Esta enzima es importante en la destruccion del H,O,, pero su localizacién
subcelular y su baja afinidad por el H,O, hace que sea poco efectiva en la
detoxificacion del H,O, generada en el cloroplasto. La enzima ascorbato peroxidasa
(APx) es la responsable de esta detoxificacién. Se encuentra asociada tanto a la
membrana del tilacoide como al estroma y en forma soluble en el citosol (Chen &
Asada, 1989). La APx utiliza como dador de hidrégeno al &cido ascérbico (AsA), que se
oxida para dar monodehidroascorbato (MDA), éste es reducido nuevamente a acido
ascorbico a través de la ferredoxina o de la enzima monodehidroascorbato reductasa.
También el MDA puede espontaneamente pasar a acido ascorbico y dehidroascérbico
(DHA), el cual es convertido en acido ascorbico a través de la enzima dehidroascorbato
reductasa utilizando al glutation como dador electrénico. De esta forma, bajo
condiciones fisiolégicas normales, las plantas detoxifican estas moléculas previniendo

un dano oxidativo.
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Figura C Representacién esquematica de la via de produccién y destruccion de especies activas de oxigeno

en tejidos vegetales. Una de las principales fuentes de especies activas de oxigeno es la cadena de transporte
de electrones de cloroplastos. El anién superéxido (O) es removido por la enzima superéxido dismutasa y el
agua oxigenada (H;O,) es removida por las enzimas catalasa (principalmente en peroxisomas) y ascorbato
peroxidasa (en cloroplasto y citosol). El singulete de oxigeno es removido por antioxidantes no enzimaticos
como el o tocoferol y carotenos. El radical hidroxilo (OH) tiene una vida media muy corta y es muy reactivo. El
ciclo ascorbato-glutation podria llegar a atrapar a este radical; se necesitan, sin embargo, altas concentraciones
de ascorbato (Foyer et al., 1994b).

Existen varias vias por las que se pueden generar ROS debido a la actividad
fotosintética. Cuando la cadena de transporte de electrones se ve alterada la clorofila
excitada no puede transferir su energia a los centros de reaccion de los fotosistemas y
como consecuencia esta energia puede excitar al oxigeno llevandolo al estado de
singulete. Esto puede ocurrir en situaciones en las que las membranas de transporte
se encuentran danadas, por falta de algunos nutrientes especificos o cuando los
estomas se encuentran cerrados, por ejemplo durante una sequia. A su vez bajo
condiciones de alta intensidad luminica la reduccién del PSI puede exceder la
capacidad de fijacion del CO, , limitandose de esta forma la oxidacién del NADPH y su
disponibilidad para el PSI. En esta situacion el O, compite por los electrones del PSI
dando lugar a la formacién de O,. Bajo intensidades luminicas moderadas algunas
situaciones de estrés también pueden llevar a un aumento de O,". Las temperaturas
bajas o una disminucién en la disponibilidad de CO, limitan la capacidad de fijacién del
CO, dando lugar a la formacién de O, (Allen, 1995).
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Figura D Representacion esquemaética de la cadena de transporte de electrones de la membrana del tilacoide
donde se muestran tres posibles sitios de produccion de especies activas de oxigeno. (1) La clorofila
normalmente transfiere su energia de excitacion a los centros de reaccién de los fotosistemas. Bajo
condiciones que previenen la utilizacion de la energia luminica por parte de la cadena de electrones esta
energia puede pasar al oxigeno generando el singulete de oxigeno. (2) También se puede formar anién
superdxido como una pérdida de electrones hacia el oxigeno molecular (O,) luego de la fotdlisis del agua en el
lado oxidativo del fotosistema Il (PSll). (3) El fotosistema | (PSI) puede reducir el oxigeno bajo condiciones en
las que la disponibilidad del NADP se encuentra limitada. Las flechas angostas indican flujo de electrones.
CHL, clorofila; CHL*, clorofila excitada; PC, plastocianina; PQ, plastoquinona; PQH,, plastoquinona reducida;

Citgs, citocromo B6; Fd, ferredoxina

Una situacién ambiental que sature el poder reductor de la célula o que impida
la oxidacion del NADPH va a estimular la formacién de O,” mediante este mecanismo.
Otras situaciones de estrés también pueden llevar a un aumento de ROS por vias
diferentes. Si la capacidad antioxidante se ve alterada se producira, como
consecuencia, un aumento en el contenido de ROS. Un mecanismo estudiado como
posible generador de O, es la actividad de una enzima de membrana conocida como
NADPH oxidasa. Esta enzima transfiere electrones del NADPH al O,. Las células
neutréfilas de la sangre de los mamiferos producen O, ; esta produccién ha sido
asociada a la NADPH oxidasa. En plantas de arroz la produccién de O, es

dependiente de NADH y NADPH y es inhibida por inhibidores de la NADPH oxidasa de
)
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neutréfilos (Murphy & Chung-Kyoon Auh, 1996). Se ha observado que las infecciones
por patégenos en plantas estimulan un aumento en los ROS a través de un aumento
en la actividad de esta enzima (Surplus ef al., 1998). La radiacién UV-B aparentemente
aumentaria los niveles de ROS mediante la estimulacion de esta enzima. Hay trabajos
que reportan un aumento en la actividad de la NADPH oxidasa luego de un tratamiento
con UV-B (Rao et al., 1996). Si bien el mecanismo no es muy claro, se ha demostrado
que la radiacién UV-B aumenta el contenido de ROS y con ello un aumento del dano
oxidativo (Kim, 1996; MalAnaga & Puntarulo, 1995, Murphy & Huerta, 1990).

El aumento de las especies reactivas del oxigeno debido a condiciones de
estrés provoca alteraciones a nivel celular, dafnando membranas y alterando a
biomoléculas. Una de las moléculas blanco es el ADN que es atacado por el anién
hidroxilo via la reduccion del H;O,. Los radicales libres reaccionan también con las
uniones carbono-carbono insaturadas, siendo las membranas celulares las mas
perjudicadas. Este proceso involucra la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados
a través del anion superoxido (Pelle et al.,, 1990). Como producto de la peroxidacion
lipidica se libera un compuesto denominado malondialdehido (mda). La deteccion de
este compuesto se ha utilizado frecuentemente como indicador de dano oxidativo
(Kramer et al., 1991; Takeuchi et al., 1995).

Los radicales libres, tan dafinos para la planta en altas concentraciones,
pueden tener efectos beneficieles y ser totalmente necesarios en concentraciones
bajas. Forman parte del sistema de alerta de las plantas frente a situaciones de estrés,
actuando como segundos mensajeros de forma tal que la planta puede responder y
enfrentarse a una situacién ambiental adversa (Foyer et al.,, 1994b). Se ha observado
también que los radicales libres podrian tener un rol en la defensa contra patégenos,
estimulando la expresién de genes que confieren resistencia a los mismos (Green &
Fluhr, 1995). Por otro lado participan en los mecanismos de muerte celular programada
y apoptosis y son responsables en gran medida de la senescencia celular (Khan &
Wilson, 1995). Aparentemente también podrian estimular la transcripcion de las
mismas enzimas antioxidantes que luego los eliminan (ej. APx, CAT) (Rao et al., 1996).
De esta forma una estricta regulacion de la concentracion de estas especies, via la
accién de los agentes antioxidantes, juega un importante rol en la biologia celular.
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Mecanismos de defensa

Los mecanismos de defensa de las plantas a la radiacion UV-B pueden
clasificarse esencialmente en dos categorias; los que permiten reducir la penetrancia
de la radiacion UV-B y los que reparan el dano generado. Ambos mecanismos estan
involucrados en los procesos de adaptacion y aclimatacion que surgen como
consecuencia de la exposiciéon a la radiacion UV (Caldwell, 1981). Estas respuestas

involucran cambios morfolégicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares.

Entre los mecanismos que evitan la exposicién a la radiacion se encuentran los
cambios en la inclinacion de las hojas, el aumento del grosor foliar y la disminucion del
area foliar con una disminucién en la penetracion del UV-B a capas mas internas
debido a un aumento en el camino 6ptico de los fotones que inciden en su superficie
(Murali et al., 1988; Wilson & Greenberg, 1993).

Otra forma de disminuir la penetracion del UV-B es mediante la acumulacion de
compuestos fotoprotectores en la epidermis. De hecho, se ha observado que la mayor
parte de la radiacion UV-B que incide en las hojas es absorbida en la epidermis
(Teramura & Sullivan, 1994). Los flavonoides son una serie de derivados fendlicos que
se sintetizan a partir de la fenilalanina. En general son solubles en agua y se acumulan
en las vacuolas de las células epidérmicas y las paredes celulares (Roberecht &
Caldwell, 1978). Entre los flavonoides hay algunos que absorben en el UV
preferentemente en el UV-B, con un pico de absorcion alrededor de los 295 nm. Estos
compuesto absorbentes en el UV protegerian a la planta de la radiacion UV-B
impidiendo que llegue a capas celulares mas internas (Beggs et al., 1986).

La sintesis de flavonoides y de intermediarios en su via biosintética es inducida
por el UV-B a intensidades que reflejan las naturales (Tevini et al., 1981; Cen &
Bornman, 1993). El efecto protector de estos compuestos se ha observado en ciertos
experimentos a través de la disminucién del dafio a la fotosintesis (Tevini et al., 1991).
También se ha observado una mayor sensibilidad a la radiacion UV-B en plantas
mutantes deficientes en la sintesis de fenilpropanocides (Li et al., 1993). Estos
experimentos muestran el rol que cumplirian los derivados fendlicos en la proteccion al
UV-B y en los mecanismos que confieren resistencia a esta radiacion.
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La enzima chalcona sintetasa es la enzima inicial en la via de sintesis de los
flavonoides. La radiacion UV-B estimula la biosintesis de estos compuestos a través de
la regulacién en la transcripcion de esta enzima y de otras enzimas de la misma via
(Hahlbrock & Grisebach, 1979; Li et al, 1993). Aparentemente esta regulacion
involucra cambios en el calcio intracelular, calmodulina, serina/treonina kinasa y
actividad fosfatasa (Christie & Jenkins, 1996). La transcripcion de esta enzima puede
ser estimulada también por otras situaciones de estrés como una infeccion por
patégeno, sequia, temperaturas extremas (Christie ef al., 1994). Este podria ser un
nodo en el que convergieran las distintas vias de respuesta y un posible mecanismo
que explique el fenémeno de tolerancia cruzada (Hahlbrock & Scheel, 1989).

Entre los mecanismos que se encargan de reparar el dafo generado se

encuentra la fotoreparacion del ADN vy la respuesta de la maquinaria antioxidante.

Muchos de los efectos daninos de la radiaciéon UV-B pueden ser revertidos por
exposicion a luz en el rango del azul o del UV-A. Este fenémeno es conocido como
fotoreactivacion y es debido a la reparacion del ADN. La enzima responsable es la
fotoliasa. Esta enzima se une al ADN y monomeriza los CPD’s. Es activada por
longitudes de onda entre los 350-450 nm. Se ha observado que la fotoreactivacion es
capaz de revertir, en parte, algunos efectos del UV-B como la inhibicion del
crecimiento, induccién de los flavonoides (Beggs et al., 1985) y aumento en la tasa de
mutacion (Britt, 1995).

Hay varios trabajos que reportan un aumento de la actividad antioxidante como
consecuencia de la radiaciéon UV-B. Se ha observado un aumento tanto de la actividad
enzimatica antioxidante, SOD, CAT, APx, como la acumulacién de compuestos
antioxidantes no enzimaticos, a-tocoferol y carotenos (Malanaga & Puntarulo, 1995;
Dai et al., 1997, Kim ef al, 1996; Rao et al, 1996). Los antioxidantes cumplen un
importante rol en la defensa contra el estrés oxidativo disminuyendo la concentracion
de especies activas de oxigeno en una situacion de estrés y manteniendo un tono
basal en condiciones normales. Plantas mutantes que sobrexpresan alguna de las
enzimas antioxidantes suelen tener menos dafo oxidativo y ser mas tolerantes a la

radiacion UV-B (Allen, 1995). De todas formas la mayoria de estos experimentos han
)
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sido realizados en camara o invernaculos con condiciones artificiales de radiacion UV-
B. Hay pocos trabajos que analizan estas respuestan en condiciones naturales.

El mecanismo por el cual la radiaciéon UV-B induce un aumento en los niveles
de enzimas antioxidantes no esta del todo determinado. Aparentemente esta induccién
es via un aumento de los radicales libres; éstos actuarian como segundos mensajeros
estimulando su transcripcion. El rol de los radicales libres como segundos mensajeros
ha sido demostrado en varios trabajos siendo el agua oxigenada uno de los candidatos
mas fuertes (Khan & Wilson, 1995; Yalpani et al., 1994). Aparentemente el agua
oxigenada también induce la expresion de genes relacionados con la sintesis de
flavonoides. Esto resulta interesante ya que los flavonoides pueden cumplir un rol
antioxidante debido a la gran cantidad de grupos hidroxilo que presentan.

Implicancias ecolégicas
de la radiaciéon UV-B

Existe una gran variabilidad en la sensibilidad al UV-B entre distintas especies y
distintos cultivares dentro de una misma especie. Esta diferencia en la sensibilidad
puede influir sobre las interacciones intra e interespecificas y, como consecuencia,
alterar el balance competitivo. Los cambios morfologicos, las alteraciones en el patrén
de floracién y en el desarrollo producidas por el UV-B influyen en la competencia entre
poblaciones. Cuando la competencia interespecifica se ve afectada la composicién
relativa de una comunidad vegetal se ve alterada también (van der Leun et al., 1995).
Estas alteraciones pueden darse sin cambios en la productividad primaria de la
comunidad y sin cambios en la biomasa total o en la tasa de fotosintesis de la
poblacién. De esta forma la radiacion UV-B puede tener efectos importantes en un
ecosistema sin que haya un aumento del dafo o una disminucién en la acumulacioén de
biomasa. Cambios en la arquitectura de la planta y en la distribucion de biomasa
solamente, pueden alterar el patrén de sucesioén y la composicién de especies de una
comunidad natural (Barnes et al., 1996).

La radiacién UV-B puede alterar el contenido de compuestos quimicos
(nitrégeno, hidratos de carbono, compuestos fendlicos, etc.) de una planta y esto a su
vez puede alterar la sensibilidad a enfermedades y al ataque de insectos (Paul et al.,

1997). Hay trabajos que reportan una disminucién en el ataque de insectos cpn un
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aumento de la radiacion UV-B (Mazza et al., 1999a, Ballaré et al., 1996). Por otro se ha
observado que las enfermedades debidas a hongos son mas severas en plantas
expuestas a radiacion UV-B. Parece haber mas de un tipo de efecto de la radiacién
UV-B en la interaccién planta-patégeno ya que la respuesta no solo varia entre

especies sino en el momento de aplicacion del patégeno.
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El siguiente esquema representa los efectos de un aumento de la radiacion UV-

B solar debido a una disminucion en la capa de ozono estratosférico.
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Figura E Posibles consecuencias de una disminucion del ozono estratosférico y un aumento en la radiacion
UV-B solar en plantas superiores. Se muestran distintos niveles de integracién, desde fotobioquimica molecular
hasta ecosistemas. Se muestran posibles fotorreceptores que mediarian los cambios fisioldgicos y genéticos
indicados. Las flechas sélidas indican interacciones para las cuales existe evidencia experimental. Las flechas
punteadas indican interacciones para las cuales aun no hay una evidencia experimental directa. Las flechas
que salen del cuadro de la via fenélica hacia arriba indican que un aumento en el contenido de compuestos UV
absorbentes serviria de filtro reduciendo la radiacién percibida por los fotorreceptores (Caldwell, 1989).
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En general los experimentos a campo en condiciones naturales de radiacion
solar han aportado informacién sobre respuestas morfolégicas y de crecimiento
mientras que experimentos realizados en laboratorio bajo condiciones de radiacion UV
artificiales han aportado informacion sobre los efectos del UV a nivel celular. Si bien los
experimentos llevados a cabo en laboratorios han sido de gran importancia en la
caracterizacion de ciertas respuestas a la radiaciéon UV-B, las radiaciones utilizadas no
siempre reflejan las radiaciones que ocurren en la naturaleza. Las intensidades de
radiacion UV-B utilizadas suelen ser mucho mas altas que las naturales. En varios
estudios se utilizan sistemas de irradiancia que emiten una gran proporciéon de
radiacién UV en el rango del UV-C y cuyo balance espectral presenta relaciones
distorcionadas entre la radiacién fotosintéticamente activa y el UV-B. Estas
alteraciones influyen o modulan los efectos y las respuestas de las plantas a la
radiacion UV-B. Es posible que bajo condiciones naturales algunas respuestas
prevalezcan por sobre otras y que esta relaciéon o interaccion se invierta o se vea
modificada bajo condiciones artificiales. La extrapolacion de los resultados de estos
experimentos para estimar los efectos del UV-B solar no es valida, y tiende a
sobrestimar las alteraciones que el UV-B produce (Fiscus & Booker, 1995). En general
los efectos observados en experimentos a campo son menos dramaticos (Deckmyn &
Impens, 1995).

En los experimentos en laboratorio se ha observado que la radiacién UV-B
dana considerablemente la fotosintesis, el ADN y produce darno oxidativo (Wilson et al.,
1995, Takeuchi et al., 1995; Malanga & Puntarulo, 1995; Sullivan & Teramura, 1993). A
su vez se ha observado la induccién de respuestas de proteccion como la acumulacion
de compuestos fotopotectores y aumento en la respuesta antioxidante (Rao et al.,
1999; Grace & Logan, 1996). Estos parametros han sido estudiados en menor detalle
en experimentos realizados a campo. Hay algunos trabajos realizados con lamparas
que suplementan la radiaciéon UV-B solar. Mackerness ef al. (1998) muestra una
disminucion de la expresion de algunos genes fotosintéticos aparentemente mediado
por ROS en experimentos de suplementaciéon. Sin embargo, de la mayoria de los
experimentos realizados a campo surge que, en general, la fotosintesis no se ve
afectada (Fiscus & Booker, 1995). Algunas respuestas adaptativas como el aumento
en el grosor foliar y en el contenido de compuestos fotoprotectores inducido por estas

radiaciones de UV-B podrian proteger al sistema fotosintético (Teramura & Sullivan,
)
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1994). Se han observado también diferencias en la respuesta antioxidante. Hay
trabajos que muestran un aumento en el dafio oxidativo y la respuesta antioxidante
mientras que otros trabajos no han detectado diferencias en estos parametro en
experimentos de suplementacion (Kim et al., 1996; Dai et al., 1997). También se ha
observado un aumento en los CPD’s en plantas cercidas a campo con radiaciones
naturales de UV-B (Stapleton et al., 1997)

Resulta dificil la generalizacién sobre los efectos del UV-B en el rendimiento y
el crecimiento. La gran variabilidad encontrada (Sinclair et al., 1994; Teramura et al.,
1990;, Sullivan et al., 1994) surge no sélo de diferencias en la sucetibilidad de las
distintas especies vegetales analizadas sino también de diferencias en los disefios
experimentales, la falta de experimentos a largo plazo y la interaccién de estos factores
con otros factores ambientales (Deckman & Impens, 1995; Teramura & Sullivan, 1994).
El conocimiento de los mecanismos que confieren tolerancia y sensibilidad al UV-B es
importante para poder predecir los efectos de un aumento de la radiacién UV-B debido
a una disminucion del ozono estratosférico. La participacion de las respuestas a nivel
bioquimico en la tolerancia a la radiacion UV-B solar no ha sido estudiada en detalle.
Una pregunta que surge de estas consideraciones es qué rol cumplen los mecanismos
de defensa y proteccion (ej. acumulacion de compuestos fotoportectores,
antioxidantes) en la tolerancia al UV-B. Las discrepancias encontradas entre los
experimentos llevados a cabo en condiciones artificiales y a campo sugiere la
importancia de realizar experimentos en condiciones naturales donde se puedan sacar
conclusiones mas realistas sobre la participacion de las respuestas adaptativas en la
tolerancia al UV-B. Ademas no se ha estuduiado con mucho detalle la importancia de
algunas alteraciones que induce el UV-B en la tolerancia y supervivencia de la planta.
Se ha observado, por ejemplo, que el dano al ADN (en forma de CPD’s) aumenta
considerablemente con el UV-B tanto en condiciones de campo como de laboratorio,
sin embargo no se ha detereminado aun su importancia fisiolégica asi como tampoco la
importancia de los mecanismos de reparacién en condicionar la sensibilidad al UV-B.

Los experimentos realizados en este trabajo se hicieron con plantas crecidas en
experimentos a campo, en condiciones naturales de radiacion UV-B, a fin de
determinar el impacto de niveles corrientes de esta radiacion en Buenos Aires sobre el

rendimiento de dos cultivos de interés agronémico. La utilizacién del cultivo de cebada
)
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permitié evaluar el efecto del UV-B en una época del afo (primavera) donde las
radiaciones son mucho menores que en verano. Por otro lado se estudio la actividad
antioxidante a fin de determinar si el UV-B en estas condiciones es sufieciente para
provocar un dafo oxidativo y una consecuente respuesta antioxidante. Se estudiaron
ademas los niveles de compuestos fotoprotectores como posibles moduladores de la
sensibilidad al UV-B.

=96 =



Tesis de Licencfatura - Daniela Battista Objetivo

Objetivo

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el impacto de la radiacion UV-B solar
sobre el rendimiento de dos cultivos (tanto de época estival como invernal) y
caracterizar posibles factores que modulen la tolerancia de las plantas a la radiacion

UV-B.

Los objetivos particulares fueron:

1. Estudiar el efecto de la radiacién UV-B solar en el rendimiento de los diferentes
genotipos.

2. Estudiar la respuesta fotoprotectora al UV-B como la acumulacién de compuestos

absorbentes en el UV.
3. Estudiar el dafo oxidativo y la respuesta antioxidante.
Correlacionar algunas de las respuesta bioquimicas analizadas para cada genotipo

con los nivelesde rendimiento.
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Materiales y Métodos

Material vegetal y
disefio experimental

Todos los experimentos fueron realizados en el IFEVA (CONICET), Catedra de
Fisiologia, Facultad de Agronomia (UBA). Las semillas de cebada (Hordeum vulgare
L.) del genotipo mutante RPr 79/4 y de su linea madre Maris Mink (Kendall et al., 1983)
fueron plantadas en cubos plasticos de 300 ml el 10 de junio de 1997. Se plantaron dos
genotipos uno deficiente en la actividad de catalasa Las semillas emergieron bajo
filtros de poliester (Mylar-D, 0.1mm de grosor) que corta las longitudes de onda por
debajo del UV-B (tratamiento UV-B-) o bajo filtros de acetato (Aclar, 0.04 mm de
grosor) que tiene una alta transmitancia en el UV (tratamiento UV-B+). Unos 25 dias
después las plantas fueron transplantadas a la tierra bajo parcelas de 1 x 1-m. Se
realizaron tres parcelas por tratamiento (tres repeticiones verdaderas). Las plantas

fueron cosechadas en diciembre de 1997.

Las semillas de soja fueron plantadas directamente en la tierra bajo filtros de
Aclar o Mylar en parcelas de 1,3 x 1,3-m; cuatro parcelas por tratamiento. El dia de
siembra fue el 5 de diciembre de 1997. Se sembraron 6 genotipos diferentes: PI
423853 (PIl), Charata-76 (CH), Dekalb 458 (DK), Nidera A5308 (A53), RR-A5634 (RR)
y Williams (W). Cada genotipo corresponde a un grupo de madurez diferente asociado
a un numero en particular que esta relaconado con el momentode floracién. Los grupos
de madurez correspondientes a cada genotipo son: CH (7,0), Pl (6), RR (5,6), A 53
(5,3), DK (4,58) y W (3,0). Este experimento (grupo 1) se utilizé6 para todas las
mediciones bioquimicas. Se realizd, ademas, un experimento paralelo en el que se
sembraron solamente 4 genotipos, CH, A53, Pl y W. Hubo dos fechas de siembra, el
22 de noviembre para CH y W y el 29 de noviembre para A53 y Pl. Este grupo de
parcelas (grupo 2) se hizo con fines que exceden el tema de este seminario, pero se
utilizaron (exclusivamente) en el analisis del rendimiento en conjunto con los datos del

grupo 1.
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Figura F Transmitancia en el UV para los dos filtros utilizados. Aclar (tratamiento UV-B+), Mylar (tratamiento
UV-B-). Se muestran las divisiones dentro del espectro del UV

Analisis bioquimico

Las muestras para la determinacion de la actividad enzimatica, del contenido de
compuestos absorbentes en el UV y la peroxidacion lipidica fueron siempre
recolectadas al mediodia en dias soleados. Se recolecté la hoja mas joven totalmente
expandida y para todas las determinaciones enzimaticas se tomaron tres repeticiones
por bloque. Las muestras fueron inmediatamente envueltas en papel de aluminio y

puestas en nitrégeno liquido.

Para la determinacion de la actividad de la catalasa (CAT) y ascorbato
peroxidasa (APx) se pesaron 100 mg de tejido que fueron homogeneizados en 1 ml de
HEPES 50 mM (pH 7,5) conteniendo 0,1 mM EDTA y PVP y centrifugados 20 minutos
a 9500 g a 4 °C. La actividad enzimatica fue medida en el sobrenadante. La actividad
de CAT fue medida como la velocidad de descomposicion del H,O, medida
espectrofotométricamente a 240 nm por 60 segundos en un buffer de reaccién
conteniendo 50 mM de buffer fosfato de potasio (pH 7,0) 24 mM de H,O, y 20 pl de

muestra en un volumen final de 600 pul (Aebi, 1984). La actividad de APx fue medida
)
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Materiales y Métodos

espectrofotométricamente a 290 nm como la velocidad de descomposicion del acido
ascorbico por 30 segundos. El buffer de reaccion contenia 50 mM de buffer fosfato de
potasio (pH 7,0) 0,1 mM EDTA, 0,5 mM de ascorbato y 20 pl de muestra en un
volumen final de 620 pl. La reaccion se inicié agregando 3 ul de 9,8 mM de H;O,. No
se necesitd hacer una correccion para la oxidacién del ascorbato en ausencia de
muestra (Nakano & Asada, 1981).

El contenido de compuestos absorbentes en el UV (o compuestos fendlicos) se
midié en forma diferente para los experimentos realizados con cebada y con soja. En
cebada el contenido de estos compuestos se midi6 tomando discos de
aproximadamente 0.45 cm de diametro que fueron colocados en 1.4 ml de 99:1
metanol-HCI por 48 hs a 4 °C y midiendo la absorbancia a 305 nm (Ases). Se tomaron
entre 4 y 8 discos por bloque. Todos los datos fueron corregidos por el peso seco de

cada disco. El peso seco se determiné luego de secar los discos a 70 °C por 4 hs.

Para los experimentos realizados con soja se utilizé una técnica puesta a punto
en el laboratorio. Se analizo la intensidad de la fluorescencia en el rojo de la clorofila a
partir de un pulso de radiacion UV (RFyy) como medida de la penetrancia del UV a
través de la epidermis foliar. A mayor cantidad de compuestos fotoprotectores la
intensiqad de UV que llega al mesofilo es menor y por lo tanto es menor la emision en
el rojo de la clorofila. De esta forma se pueden detectar variaciones en los niveles de
compuestos que absorben en al UV mediante variaciones en la fluorescencia de la
clorofila. Las mediciones de fluorescencia se hicieron con un Fluor-S Multilmager
(BioRad) segun lo descripto por (Mazz et al., 2000). El pulso de UV se dio con un
epiiluminador a 302 nm. La deteccion de la sefal se realizé6 con una camara del mismo
aparato. Se tomaron discos de 0.4 cm de diametro (cuatro discos por bloque) y se
colocaron sobre planchas de papel saturadas en agua. El tiempo de integracion de la

senal fue de 30 segundos.

El nivel de dafo oxidativo se midi6 a través del analisis de la peroxidacion
lipidica. Se midieron los niveles de malondialdehido (mda), principal producto de la
reaccién de peroxidacion. Se tomaron 80 mg de tejido y fueron homogeneizados en 1,3
ml de buffer fosfato de potasio (pH 7,4). Las muestras fueron centrifugadas a 1500 g

por 15 min a 4 °C. Se guardaron 300 ul del sobrenadante para la determinacion
)
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proteica y se tomaron otros 830 pl a los que se la agregaron 530 ul de 30 % (v/v) de
acido tricloroacético (TCA) y 70 pl de 4 % (v/v) de hidroxitolueno botulado (BHT). Se
dejaron 30 min en hielo y luego fueron centrifugados a 2000 g por 10 min a 4 °C. Se
tomaron 800 pl del sobrenadante y se mezclaron con 800 ul de &cido tiobarbiturico
(TBA). Se midi6 la absorbancia del complejo mda-TBA a 535 nm luego de dejar las
muestras 50 min a 95 °C. El contenido de mda (en mMoles) se determiné a partir de
una curva de calibracién realizada con mda preparado a partir de 1,1,3,3-

tetramethoxypropano sometido a la misma reaccién con el TBA (€ del MDA-TBA a 535

nm: 13.700 M cm™). Los datos estén expresados como compuestos reactivos al acido
tiobarbittrico (TBARS) en funciéon de los mg de proteinas en el primer sobrenadante
(Esterbauer & Cheeseman, 1990; Bartoli, 1995).

Para todas las determinaciones proteicas se utilizé el método de Bradford
(Bradford, 1976).

Analisis del rendimiento

Para evaluar el efecto del UV-B sobre el rendimiento se midié el peso seco de
las semillas luego de 48 hs a 70 °C. La cebada fue cosechada en diciembre de 1997 y

la soja en mayo de 1998.

Para el analisis estadistico se utilizo6 el programa PROC GLM del SAS V 6.12
(SAS Institute, Cary, NC). Los datos fueron transformados cuando no se cumplié el

supuesto de normalidad.
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Resultados

La radiacion UV-B afecto
el rendimiento

Las plantas de cebada deficientes en la actividad de CAT (RPr 79/4)
presentaron grandes zonas dafnadas y acloréticas y fueron mucho mas pequenas que
las normales (Maris Mink). El grado de dafio que presentaron estas plantas se puede
ver reflejado en los bajos niveles de rendimiento que tuvieron para ambos tratamientos.
También se observé que la radiacion UV-B disminuy6 el rendimiento en ambos
genotipos (figura 1). Esta diminucién fue mas marcada en el genotipo mutante que en
el normal (39% vs 17 %).

Se observaron grandes diferencias en el rendimiento entre los genotipos de
soja analizados (figura 2). Los genotipos DK y PI tuvieron rendimientos bajisimos
(sobre todo en los experimentos del grupo 2) debido a la incidencia de enfermedades.
Por esta razén no se presentaron los datos del rendimiento del genotipo PI. El genotipo
DK tuvo, también, rendimientos muy bajos. En general hay una tendencia a que la
radiacion UV-B afecte negativamente el rendimiento. Esta tendencia se observé en
todos los genotipos menos en el DK.
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Figura 1 Efecto de la radiacién UV-B solar en el rendimiento de cebada. El rendimiento esta expresado como
el peso seco de los granos. La cosecha fue en diciembre de 1997. Cada barra representa el promedio de tres
bloques. Los datos fueron transformados por el logaritmo para que se cumpliera el supuesto de normalidad.
Anélisis factorial: T: efecto del UV-B+, G:efecto del genotipo, TxG: efecto de la interaccion.
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Figura 2 Efecto de la radiacién UV-B solar en el rendimiento de los distintos genotipos de soja. Los genotipos
estan ordenados segn el grupo de madurez decreciente. La cosecha fue en de mayo de 1998. Cada barra
representa el promedio de cuatro bloques del grupo1 y cuatro bloques del grupo 2. Los datos fueron
transformados por el logaritmo para cumplir con el supuesto de normalidad. Andlisis factorial ver figura 1.
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La radiacion UV-B promovié
un aumento en las respuestas
protectoras y de defensa

El contenido compuestos absorbentes en el UV en la epidermis y los niveles de
actividad de enzimas antioxidantes fueron medidos como parametros de respuestas

protectoras y de defensa a la radiacion UV-B solar.

La radiacion UV-B aumenté el contenido de compuestos absorbentes en el UV
en la epidermis, tanto para los cultivos de cebada como para los de soja. En la figura 3
se observan los niveles de estos pigmentos para cebada. Los niveles de estos
compuestos fotoprotectores fueron similares en ambos genotipos asi como también la

magnitud de la respuesta al UV-B.

Se observron diferencias en el contenido de compuestos fotoprotectores entre
los seis genotipos de soja analizados para ambos tratamientos (figura 4). Sin embargo
no parece haber diferencias en la respuesta a la radiaciéon UV-B. Se observo que el
UV-B promovié un aumento en el contenido de compuestos absorbentes de UV en

todos los genotipos analizados.
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Figura 3 Efecto de la radiacién UV-B solar en la acumulacién de comnpuestos absorbentes en el UVen plantas
de cebada. Los pigmentos estan medidos como la absorbancia a 305 nm (Aaps). Las muestras fueron
recolectadas el 20 de octubre de 1997 al mediodia. Cada barra representa el promedio de los tres bloques. PS,
peso seco. Andlisis factorial ver figura 1.
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Figura 4 Efecto de la radiacién UV-B solar en la acumulacién de compuestos absorbentes en el UV en plantas
de soja. Se indica la fluorescencia en el rojo de la clorofila al ser excitada con un pulso de UV (RFyy, ver
materiales y métodos) . A mayor RFyy menor acumulacién de compuestos fenélicos. Las muestras fueron
analizadas el 12 de enero de 1998 al mediodia. Cada barra representa el promedio de los cuatro bloques.
Andlisis factorial ver figura 1.
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Uno de los mecanismos de defensa frente a altos flujos de radiacion UV-B es el
aumento en los niveles de antioxidantes que detoxifican a los radicales libres de
oxigeno. Se analizaron los niveles de actividad de dos enzimas antioxidantes, CAT y

APx, encargadas de remover el agua oxigenada.

Las figuras 5 y 6 muestran el efecto de la radiacion UV-B sobre la actividad
antioxidante en los cultivos de cebada y soja, respectivamente. En la figura 5 a se
observa el efecto de la radiacion UV-B sobre la actividad de CAT en ambos genotipos
de cebada. La actividad de esta enzima fue mucho mayor en el genotipo Maris Mink
que en el genotipo mutante, como era de esperarse. La figura 5 b muestra el efecto de
la radiacién solar UV-B en la actividad de APx. Se observé un aumento significativo
con la radiacién UV-B en el genotipo normal pero no en el mutante. De esta forma el
efecto promotor de la radiacién UV-B sobre la actividad antioxidante se observé solo
en el genotipo normal. Por otro lado es interesante notar que la actividad de APx fue
mucho mayor en el genotipo mutante que en el normal. Estas plantas compensarian el
déficit de la actividad de CAT con un aumento en la actividad de APx.
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Figura 5 Efectos de la radiacién UVB en la actividad de CAT (a) y APx (b) de ambos genotipos de cebada. Las
muestras fueron recolectadas el 27 de septiembre al mediodia. El nimero indcado por arriba de cada barra
representa la significancia del efecto del tratamiento para cada genotipo sélo cuando la interaccién (TxG) fue
significativa. Cada barra representa el promedio de los tres bloques. Analisis factorial ver figura 1.
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No se observaron diferencias en la actividad de CAT y APX entre los genotipos
de soja analizados (Figura 6 a y b). Tampoco se observé una respuesta significativa
inducida por el UV-B. Sin embargo se observé cierta variabilidad en la respuesta entre
genotipos. Esta variabiliodad en la respuesta correlaciona negativamente con el
contenido de compuestos fotoprotectores en la epidermis en el tratamiento con UV-B
(figuras 7 y 8). De esta forma las plantas que fueron mas transparentes a la radiacion
UV-B presentaron respuestas antioxidantes mayores que las que acumularon mayor
cantidad de compuestos absrobentes de UV. Es posible que la variabilidad en los
niveles de pigmentos subyacente a cada genotipo condicione el dano oxidativo y de

esta forma la respuesta antioxidante.
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Figura 6 Efectos de la radiacién UVB en la actividad de CAT (a) y APx (b) en los seis genotipos de soja. Las
muestras fueron recolectadas el 7 y 8 de enero de 1998 al mediodia. La actividad fue corregida por el
contenido de proteinas. Cada barra representa el promedio de cuatro bloques y cada repeticién consiste en

un pool de tres hojas de plantas diferentes. Analisis factorial ver figura 1.
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Figura 7 Relacién entre la respuesta de la actividad enzimética de CAT inducida por el UV-B y los niveles de
pigmentos UV absorbentes en el UV-B+. Se tomaron los datos de las figuras 4 y 6 a. La respuesta estd medida
como la actividad CAT en el UV-B+ / actividad CAT en el UV-B-. Cada punto representa un promedio de los

cuatro bloques. Regresion lineal de los datos.
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Figura 8 Relacién entre la respuesta de la actividad enzimética de APx inducida por el UV-B y los niveles de
pigmentos UV absorbentes en el UV-B+. Se tomaron los datos de las figuras 4 y 6 b. La respuesta estd medida
como la actividad APx en el UV-B+ / actividad APx en el UV-B-. Regresién lineal de los datos.
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Se analizé6 también la relaciéon entre el contenido de compuestos UV
absorbentes y el nivel de rendimiento para cada genotipo de soja, a fin de analizar si la
respuesta protectora determiné diferencias en la tolerancia al UV-B. La figura 10
muestra esta relacion. Se observé una tendencia a que las plantas mas transparentes
tengan rendimientos menores. Este efecto se observé para ambos tratamiento en
forma independiente. De esta forma el contenido de compuestos absorbentes de UV
determiné diferencias en el rendimento pero no suceptibilidades diferentes al UV-B

(medidas en funcién del rendimiento).

De esta forma se puede concluir que tanto para los cultivos de soja como para
los de cebada el aumento en los niveles de estos compuestos fotoprotectores inducido
por el UV-B no fue suficiente para prevenir una disminucién en el rendimiento.
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Figura 9 Relacién entre el rendimiento y los niveles de pigmentos UV absorbentes para los seis genotipos de
soja. Los datos corresponden a aquellos de las figuras 2 y 4. Cada punto representa el promedio de cuatro
bloques. Regresion lineal de los datos.
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En base a estos resultados este trabajo aborda las siguientes preguntas: Son
suficientes estas respuestas de defensa para prevenir el dafio oxidativo? Que dafios a
nivel bioquimico podrian explicar la disminucion del rendimiento causada por el UV-B

solar?

Efectos del UV-B sobre
el dafo oxidativo

Como medida de dafo oxidativo se midieron los niveles de peroxidacién de
lipidos en forma de compuestos reactivos al acido tiobarbitirico (TBARS). Este analisis
se hizo solamente en los experimentos realizados con soja. Contrariamente a lo
esperado, no se encontré6 un efecto promotor del UV-B sobre la peroxidacion de
lipidos. Por el contrario, aquellas plantas cultivadas bajo radiacion UV-B tuvieron en
promedio niveles de TBARS mas bajos que las plantas del mismo genotipo crecidas
bajo filtros de exclusién del UV-B. La figura 11 muestra la relacion entre los niveles de
peroxidacion lipidica y el contenido de compuestos absorbentes en el UV en soja para
los dos tratamientos utilizados. Se ve una tendencia a que haya una mayor
peroxidacion lipidica en plantas con mayor transparencia foliar, esta tendencia se
observa en ambos tratamientos en forma independiente. La ausencia de niveles
mayores de peroxidacién en plantas crecidas con UV-B descarta la posibilidad de una
disminucién del rendimiento debido a un mayor dafno oxidativo. Es posible que las
plantas sometidas a esta radiacion se defiendan efectivamente del dano oxidativo

mediante un aumento en la capacidad antioxidante.
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Figura 10 Relacion entre /a peroxidacion lipidica y la acumulacién de compuestos fotorreceptores en los seis

genotipos de soja. Los niveles de MDA fueron medidos como niveles de TBARS. Se tomaron los datos de la

figura 4. Las muestras fueron recolectadas el 7 y 8 de enero de 1998. Cada punto es un promedio de cuatro
bloques. Regresion lineal de los datos.
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Discusion

Este trabajo permite analizar el efecto de niveles corrientes de radiacion UV-B
solar sobre dos cultivos de interés agronémico en condiciones naturales. Es
importante la realizacion de experimentos a campo donde las condiciones reflejen las
naturales. Ademas es importante la realizacion de experimentos a largo plazo que
permitan analizar respuestas de adaptacién y aclimatacion y no sélo efectos directos e
inmediatos producidos por una alta dosis de radiacién. En experimentos realizados en
invernaculos la mayoria de las variables estan controladas y por lo tanto la Unica
fuente de estrés es la radiacion UV-B. Se sabe que hay una interacciéon entre los
efectos de la radiacion UV-B y otros factores de estrés. Estos factores alteran la
fisiologia de la planta y pueden modular la sensibilidad al UV-B. Muchas situaciones
de estrés poseen mecanismos de trasduccion de senales comunes de forma tal que
un tipo de estrés condiciona la respuesta a otro tipo de estrés. Por otro lado es
importante tener en cuenta la alta variabilidad encontrada entre distintas especies y
distintos genotipos dentro de una misma especie. Plantas adaptadas a ciertos niveles
de radiacion seran mas tolerantes a estimulos de radiacion UV-B que otras adaptadas

a niveles menores de radiacion.

Los experimentos de exclusion no aportan, sin embargo, informacién directa
sobre los efectos de un posible aumento en la radiacion UV-B debido a una
disminuciéon del ozono estratosférico. Hay algunos trabajos que analizan los efectos de
niveles aumentados de radiacion UV-B respecto a las naturales mediante el uso de
Iémparés. En general se han observado, tanto en experimentos de suplementacion
como en experientos con UV-B solar, diminuciones en la acumulaciéon de biomasa y en
el crecimiento y alteraciones morfolégicas. Sin embargo muchos datos que surgen de
estos trabajos han sido contradictorios. Hay trabajos que reportan una disminucién en
el rendimento mientras (Teramura & Murali, 1986; Teramura 1990; Correia et al., 1998)
que otros no han observado diferencias o inclusive han observado aumentos (Sinclair
et al, 1990, Kumar ef al, 1988). Otro factor importante que surge de estos
experimentos es la alta variabilidad encontrada entre los genotipos estudiados
(Caldwell & Flint, 1993; Correia et al., 1998; Teramura & Sullivan, 1994).
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En este trabajo se analizé la sensibilidad a la radiacion UV-B en términos de
rendimiento y dafo oxidativo y se midieron algunas respuestas de proteccion y de
defensa. El rendimiento fue expresado como el peso seco de los granos. Este
parametro tiene la ventaja de representar una integraciéon de factores ambientales y
genéticos. De esta forma las alteraciones en el rendimiento dependenden de la
sensibilidad de la especie al UV-B y la combinacién de otras respuestas asociadas a
otros factores ambientales; microclima, infecciones y competencia. Ademas el analisis
de este parametro refleja directamente un interés agronémico e implica un seguimiento
de la ontogenia de la planta. Por otro lado se ve afectado por otros factores
ambientales y por lo tanto cambios en el mismo no necesariamente reflejan
consecuencias de niveles aumentados de radiacién UV-B. Los genotipos DK y Pl de
soja analizados en este trabajo tuvieron rendimientos muy bajos debido a la incidencia
de enfermedades y por lo tanto su interpretaciéon como parametro de sensibilidad al

UV-B es parcial.

Se observé que la radiacion UV-B solar afecté el rendimiento tanto en plantas
de soja como de cebada. La disminucion en el rendimiento en cebada indica que los
niveles de radiacién en primavera en Buenos Aires fueron suficientes para provocar
una disminucion en este parametro. Esta disminucion fue mas marcada en el genotipo
mutante deficiente en la actividad de la enzima catalasa. A su vez este genotipo tuvo
rendimientos menores para ambos tratamientos. De esta forma la actividad de esta
enzima tanto constitutiva como la inducida por el UV-B seria un componente
importante en la tolerancia a la radiacion UV-B. Cuando se analizaron las respuestas
de protecciéon en estos cultivos se observé que la radiacion UV-B promovié un
aumento en el contenido de compuestos fendlicos en ambos genotipos por igual. De
esta forma estas plantas responden a niveles aumentados de radiacion UV-B con un
aumento en el contenido de compuestos que tienden a disminuir la penetrancia de
esta radiacion. Por otro lado el aumento en el contenido de compuestos
fotoprotectores no fue suficiente para prevenir una mayor disminucién en el
rendimiento en el genotipo mutante, indicando que el dafio generado debido a la
radiacién UV-B es mayor en este genotipo a pesar de poseer niveles de compuestos

UV absorbentes parecidos al genotipo normal.
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La radiacién UV-B también promovié un aumento en los niveles de actividad de
dos enzimas antioxidantes, catalasa y ascorbato peroxidasa en el genotipo normal
pero no en el mutante. Estas enzimas reducen el H;O, a H,O con localizaciones
subcelulares diferentes. La enzima catalasa se encuentra en general en peroxisomas
mientras que la enzima ascorbato peroxidasa se encuentra en citosol y cloroplastos.
Se ha observado en varios trabajos que la actividad y la expresion de estas enzimas
aumenta como respuesta al UV-B (Willekens et al., 1994, Dai et al, 1997).
Experimentos previos, realizados en laboratorios, muestran un aumento en el
contenido de ROS (Dai et al.,, 1997) y en el dafo oxidativo (Malanga & Puntarulo,
1995; Mackerness et al., 1998). Dai et al. (1997) muestra un aumento en el contenido
de ROS en experiemntos realizados a campo con radiaciones de UV-B naturales.
Plantas mutantes que sobreexpresan la actividad de alguna de estas enzimas
antioxidantes han demostrado ser mas tolerantes a situaciones de estrés (Foyer et al.,
1994b). Por otro lado plantas de Arabidopsis deficientes en el contenido de acido
ascorbico son, aparentemente, mas sensibles a la radiacion UV-B (Conklin et al.,
1996). No se midié dafio oxidativo en plantas de cebada, pero el aumento en la
actividad de CAT y APx en el genotipo normal sugiere un aumento en el contenido de
ROS con el UV-B y una subsiguiente respuesta mediada por el sistema antioxidante.
Hay varias evidencias que sostienen la idea que las especies activas de oxigeno estan
involucradas en los sistemas de trasduccion de sefales que activan algunas vias de
respuesta al UV-B; entre ellas la induccion de la transcripcion de mensajeros de
algunas enzimas antioxidantes (Khan & Wilson, 1995). Gupta ef al. muestra en sus
experimentos niveles aumentados de actividad de APx en plantas que sobreexpresan
Cu-Zn SOD Se cree que niveles aumentados de H,0, estimulan la expresiéon de las
enzimas encargadas de removerlo. Los resultados en este trabajo de seminario son
consistentes con esta hipétesis ya que el genotipo deficiente en la actividad de CAT
tuvo niveles de actividad de APx aumentados respecto al genotipo normal. Este
aumento en la actividad de APx, sin embargo, no fue suficiente para suplir la baja
actividad de CAT ya que las plantas mutantes presentaron grandes zonas dafadas y
bajos rendimientos. La falta de respuesta antioxidante al UV-B en este genotipo (tanto
para la actividad de CAT como para la actividad de APx) es posible que haya
condicionado la susceptibilidad al UV-B provocando una disminucién en el rendimiento

mayor.

-46 -



Los genotipos de soja presentaron grandes diferencias en el nivel de
rendimiento. Los genotipos DK, W y Pi tuvieron rendimientos mucho mas bajos que los
otros genotipos. No se observaron grandes diferencias en el grado de disminucién del
rednimiento para cada genotipo. Hay algunos trabajos, por otro lado, que muestran
grandes diferencias en la suceptibilidad al UV-B entre distintos genotipos de una
misma especie (Caldwell & Flint, 1993; Correia et al., 1999). Por otro lado la radiacion
UV-B promovié un aumento en el contenido de compuestos absorbentes de UV. Esta
disminucioén en la trasparencia foliar no fue suficiente para prevenir el dafo causado
por el UV-B ya que la mayoria de los genotipos presentaron rendimientos menores. Si
bien estos resultados suguieren que la acumulaciéon de compuestos fotoprotectores no
jugé un rol improtante en modular la sensibilidad al UV-B la importancia de estos
compuestos ha sido demostrada en trabajos con plantas mutantes deficientes en el
contenido de flavonoides (Li et al., 1993). Existen evidencias que el aumento en los
niveles de compuestos fendlicos forma parte de los mecanismos de aclimatacion y
adaptacion a la radiacion UV-B aumentando la tolerancia a la misma (Wilson et al.,
1995). Se han observado diferencias en el contenido de compuestos absorbentes en
el UV entre plantas adaptadas a distintas latitudes (Teramura & Sullivan, 1994); en
general se ha observado una gran variabilidad entre distintas especies. La figura 9 de
este trabajo muestra una correlacion negativa entre la transparencia foliar y el
rendimiento para ambos tratamientos. Las plantas que fueron mas transparentes
tuvieron en general rendimientos menores en una forma independiente del tratamiento.
De esta forma el contenido de compuestos absorbentes en el UV caracteristico de

cada genotipo podria explicar las diferencias constitutivas en el rendimiento.

El efecto de la radiacion UV-B sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
analizadas (CAT y APx) fue también dependiente del genotipo. No se obsrevaron
grandes diferencias en los niveles basales de actividad y tampoco se observé un
efecto significativo en la respuesta al UV-B. Sin embargo se observo cierta variabilidad
en esta respuesta entre los genotipos. Estas diferencias en las respuestas pueden ser
explicadas si se tiene en cuenta el nivel de transparencia foliar de cada genotipo. Se
observa una alta correlacion positiva entre la transparencia foliar en el tratamiento con
UV-B y la respuesta antioxidante (figuras 7 y 8). De esta forma el UV-B promovié un
aumento en la actividad especifica de las enzimas antioxidantes en aquellos genotipos

que fueron mas transparentes al UV-B. Esto es independiente de la magnitud del
i
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aumento en el contenido de compuestos fotoprotectores por el UV-B, sélo depende del
contenido de los mismos en el tatamiento con UV-B. El contenido de estos
compuéstos fotoprotectores modularia la respuesta antioxidante al UV-B. Este efecto
podria ser no sélo debido a la disminucién en la penetrancia de esta radiacién sino
también a una disminucioén en el contenido de ROS. Se sabe que algunos de estos
compuestos fenodlicos pueden actuar como antioxidantes no enzimaticos reduciendo el

contenido de estas especies activas.

Para ver si efectivamente el aumento en el contenido de los compuestos
fotorreceptores y la respuesta antioxidante al UV-B fueron suficientes para prevenir el
dafno oxidativo se midieron los niveles de peroxidacién lipidica. Contrariamente a lo
esperado no se encontré un aumento de la peroxidacion lipidica en plantas tratadas
con UV-B. Por el contrario las plantas sometidas a este tratamiento presentaron
niveles menores de dafo a las membranas. Esto indicaria que las respuestas
protectoras y de defensa fueron suficientes para prevenir este tipo de dano. Existe una
correlacion positiva entre la transparencia foliar y nivel de peroxidacion lipidica. De
esta forma las plantas crecidas bajo radiacion UV-B tuvieron niveles de compuestos
fotoprotectores mayores y niveles de peroxidacion lipidica menores. Por lo tanto, las
disminuciones en el rendimiento causadas por el UV-B en este experimento no

parecerian estar mediadas por este tipo de dano.

La utilizacién de varios genotipos de soja permiti6 hacer comparaciones en la
sensibilidad al UV-B y ademas permitid analizar posibles parametros que modulen
esta sensibilidad. La actividad antioxidante tanto constitutiva como la inducida por el
UV-B parece ser importante en la modulacién de la tolerancia al UV-B ya que plantas
deficientes en la actividad de CAT parecen ser mas sensibles al UV-B. Por otro lado el
contenido de compuestos fendlicos podrian actuar modulando la respuesta
antioxidante, no sélo reduciendo la penetrancia foliar del UV-B, sino actuando com
antioxidantes no enzimaticos, diminuyendo el dafo oxidativo y de esta forma
condicionando la respuesta antioxidante. Por otro lado estos mecanismos de defensa
no serian suficientes para prevenir completamente el dafo causado por la radiacion
UV-B y por lo tanto una disminucion en el rendimiento.
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Conclusion

Estos resultados muestran que la radiacion UV-B afecta el rendimiento a pesar
de aumentos en el contenido de compuestos fotoprotectores que tienden a disminuir la
penetrancia de esta radiacion. El aumento de estos compuestos como respuesta
adaptativa parece modular el darfo oxidativo y la respuesta antioxidante. Por otro lado
la actividad de estas enzimas antioxidantes tanto constitutivas como las inducidas por

el UV-B seria un componente importante en la tolerancia a esta radiacion.
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