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RESUMEN

Los ecosistemas de Tierra del Fuego se encuentran sometidos a aumentos estacionales de
radiacion ultravioleta-B (UV-B: 280-315 nm) durante la primavera, debido al pasaje del agujero
de ozono sobre la region. En la presente Tesis estudiamos los efectos del UV-B y UV-A (315-400
nm) solares sobre el crecimiento, la generacion de dafio molecular (dimeros en el ADN y dafio
oxidativo componentes celulares), y la induccién de respuestas de aclimatacion (reparacién de
dimeros del ADN y acumulacién de compuestos fotoprotectores foliares), en la flora nativa de
Tierra del Fuego. Para ello utilizamos la herbacea perenne Gunnera magellanica como modelo
de estudio. Realizamos ensayos con dos acercamientos experimentales: exclusion de distintas
porciones del UV solar en el campo mediante el uso de filtros plasticos, y utilizacion de dosis
controladas de UV-B suministradas con lamparas en invernaculo.

En los experimentos a campo encontramos un efecto inhibitorio del UV-B en la expansién
foliar de G. magellanica, en forma consistente durante tres estaciones de crecimiento.

En relacion a las respuestas de aclimatacidn al UV, la fotorreparacién fué el principal
mecanismo de remocién de dimeros de pirimidina del tipo ciclobutano (CPDs) en esta especie.
La capacidad de fotorreparacion fué inducida por UV, y la velocidad varié en funcién de la
temperatura, siendo mayor a 25 °C que 8 °C. La velocidad de reparacion de CPDs en G.
magellanica fué menor que la presentada por otras especies vegetales, particularmente al
compararla con A. thaliana en idénticas condiciones experimentales. E1 UV solar no regulé los
niveles de compuestos fotoprotectores foliares (flavonoides) ni la masa foliar especifica en esta
especie.

El principal componente de la radiacidn solar generador de CPDs fué el UV-B. Sin
embargo, el contenido de CPDs no vari6 durante el dia acompaiiando las fluctuaciones naturales
de UV-B, sino que fué levemente menor al mediodia que al atardecer y al amanecer. Este perfil
diario de CPDs puede explicarse al considerar la fluctuacion diaria de factores ambientales que
favorecen la reparacion de los dimeros (radiacién UV-A, visible, temperatura).

En los experimentos realizados en invernaculo, encontramos que todas Ias dosis de UV-B

ensayadas (correspondientes a dosis de UV-B bajas, medias y altas registradas normalmente en
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Ushuaia durante la primavera) redujeron la expansion foliar de G. magellanica. Esta reduccién en
el crecimiento estuvo acompaiiada por aumentos en el contenido de CPDs (en forma dependiente
de la dosis de UV-B). La mayor dosis de UV-B ensayada produjo un estado de estrés oxidativo
transitorio (evaluado mediante la relacion entre el contenido de radical ascorbilo y acido
ascorbico), que fué rapidamente controlado por un aumento en los niveles de ascorbato. El dafio
celular que mejor explico la inhibicién en la expansion foliar fue la acumulacion de CPDs en el
ADN, pero no el nivel de peroxidacion lipidica.

En conjunto, nuestros resultados indican que los niveles actuales de UV-B tienen un
impacto principalmente negativo sobre G. magellanica, que se ve reflejado en Ia reduccién del
crecimiento. Las modestas velocidades de fotorreparacidn a temperaturas relativamente elevadas
(y bajas a temperaturas menores), junto con la falta de induccion en los compuestos
fotoprotectores foliares, indicarian que futuros aumentos del UV-B (debidos a la erosién de la
capa de ozono) producirian mayormente efectos negativos en G. magellanica, sin la induccion
concomitante de respuestas de proteccion eficientes. La reduccidn de la expansion foliar inducida
por UV-B, estuvo acompaiiada por dafio al ADN en la forma de CPDs, pero no por dafio
oxidativo a componentes celulares (por ejemplo, lipidos de membrana). Esto sugiere que ¢l dafio
al ADN esta implicado en los procesos que llevan a la reduccidn de la expansién foliar causada

por el UV-B en esta especie.
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ABSTRACT

The ecosystems in Tierra del Fuego are seasonally subjected to elevated ultraviolet-B
radiation (UV-B: 280-315 nm) during the spring, due to the passage of the ozone hole over the
region. In the present Thesis, we studied the effects of solar UV-B and UV-A (315-400 nm) on
growth, production of molecular damage (dimers in DNA and oxidative damage to cellular
components), and induction of acclimation responses (dimer repair in DNA and accumulation of
photoprotective compounds in leaves) in native plants of Tierra del Fuego. We used the perennial
herb Gunnera magellanica as a model organism. We carried out two different experimental
approaches: exclusion of different portions of solar UV with plastic filters in the field, and
exposure of plants to different UV-B doses using lamps inside a greenhouse.

In the field experiments, we found an inhibitory effect of UV-B radiation on G.
magellanica leaf expansion, which was consistently detected throughout three growing seasons.

Regarding acclimation responses to UV, photorrepair was the main pathway of
cyclobutane pyrimidine dimer (CPD) removal in this species. Photorepair was slightly up
regulated in plants exposed to solar UV. CPD photorepair was higher at 25 °C than at 8 °C. The
rates of DNA repair in G. magellanica were modest compared to published values for other
species, and were lower than those of Arabidopsis thaliana plants, grown under equivalent
experimental conditions. The accumulation of UV-B absorbing compounds in leaves and the
specific leaf mass were not affected by solar UV.

UV-B was the main component of solar radiation that induced CPD formation in G.
magellanica leaves. However, CPD levels did not fluctuate during the day tracking UV-B
radiation, and were lower at noon than at dawn or in the moming. This daily CPD profile might
be a consequence of the diurnal fluctuation of enviromental factors that promote CPD removal
(UV-A, visible radiation, temperature).

In the greenhouse experiments, realistic UV-B doses inhibited G. magellanica leaf
expansion. This growth reduction was accompanied by high levels of CPDs. The higher UV-B
dose induced oxidative stress (evaluated using the ascorbyl radical /ascorbate index), which was
rapidly controlled by increments in ascorbate levels. The inhibition of leaf expansion correlated

well with the CPD content, but not with levels of lipid peroxidation.



)00 0000000000 00000000600000800000000000C00O0CK0CKOCCCOTN

Taken together, our results indicate that present-day levels of solar UV-B have mainly
negative impacts on G. magellanica, with detrimental effects on growth. Modest photorepair
rates at relatively high temperatures (and even lower at low temperatures), together with the lack
of induction of UV-screening compounds in leaves, suggest that future increments in UV-B
levels (caused by ozone reduction) would produce mainly damaging effects in G. magellanica,
without sufficient enhancement of protective mechanisms. Inhibition of leaf expansion was well
correlated with CPD levels, but not with oxidative damage to cellular components (such as
membrane lipids), which sugests that DNA damage 1s involved in the inhibition of leaf expansion

induced by UV-B in this species.
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La erosion de la capa de ozono y la radiacion ultravioleta

La radiacidn ultravioleta (UV) es la regidn del espectro solar que se extiende desde los
rayos X hasta el visible, entre los 200 y los 400 nm. Sélo una parte de esta radiacion llega a la
Tierra, ya que buena parte de los fotones de UV son absorbidos por la capa de ozono (O3) de la
estratosfera (aproximadamente entre los 12 y 35 km de altura desde la superficie terrestre). Sobre
la base de sus efectos biolégicos, €l UV se divide en tres bandas: el UV-C, el UV-B y el UV-A.
El UV-C comprende longitudes de onda menores que 290 nm; no llega a la Tierra y su mayor
importancia bioldgica reside en el mantenimiento de la capa de ozono. El UV-B, que comprende
longitudes de onda desde los 290 a los 315 nm, es la banda mas afectada por la concentracion de
ozono, y tiene multiples efectos en los sistemas biologicos, muchos de ellos destructivos debido a
su alta energia. E1 UV-A, que se extiende desde los 315 a los 400 nm, atraviesa la capa de ozono
en forma practicamente completa, y sus efectos bioldgicos pueden compararse en algunos
aspectos con los de la luz visible.

El ozono se produce a bajas latitudes y debido a los patrones de circulacion atmosférica se
acumula en altas latitudes. Por esta razon la capa de ozono es mas delgada sobre regiones
cercanas al ecuador que sobre los ecosistemas polares. Esta distribucién del ozono contribuye a
generar un gradiente latitudinal de UV-B a nivel de la superficie terrestre, siendo las dosis de
UV-B mucho mayores sobre el ecuador que sobre los polos. Los compuestos
clorofluorcarbonados (CFCs) liberados a la atmodsfera como consecuencia de la actividad
industrial humana, han causado la destruccidn del ozono estratosférico, situacién que se puso en
evidencia desde principios de los afios ‘80 (WMO, 1999). Estos compuestos pueden ser
disociados en la estratosfera en otros compuestos (HC1 y CIONO,) que actiian como reservorio
de formas activas (como ser Cl y ClO) y que en presencia de luz solar pueden destruir el ozono.
Farman et al. (1985) demostraron que los niveles de ozono sobre la Antartida correspondientes al
mes de octubre, decayeron un 50 % desde 1960 a 1985. Las caracteristicas climatoldgicas y de
circulacidon atmosférica de la zona antartica, hacen que las masas de aire pobres en ozono queden
aisladas durante la primavera, “atrapadas” en el vortice polar, generando lo que se conoce como
“agujero de ozono”. A medida que el sol calienta la estratdsfera, el vortice polar se rompe, y el
transporte horizontal de masas de aire ricas en ozono provenientes de latitudes medias hace que

los niveles de ozono se recuperen hacia el verano. En el resto del planeta también se ha registrado
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una disminucion global del ozono, si bien menos severa que lo que ocurre en la Antartida
(Stolarski et al., 1992; McPeters et al., 1996). McKenzie et al. (1999) estimaron que las
irradiancias maximas estivales de UV-B solar en latitudes medias en el hemisferio sur
aumentaron un 20% durante los ultimos 20 afios, concomitantemente con la reduccidn en los
niveles de ozono.

Estos hechos despertaron la preocupacion de la comunidad cientifica, reavivando el
interés por estudiar los efectos de la radiacion UV-B sobre los sistemas biologicos. El UV-B
comprende una estrecha banda de 30 nm, que comparada cuantitativamente con el resto de la
radiacion solar que llega a la Tierra parece despreciable (< 1 %). El UV-B adquiere importancia
si se tiene en cuenta que ciertas respuestas bioldgicas son particularmente sensibles a esas
longitudes de onda. Para establecer esta sensibilidad se realizan los llamados espectros de accién,
a través de los cuales se determina la eficiencia relativa (por foton) de cada longitud de onda en la
produccién de un determinado efecto biolégico. La funcidn resultante se llama “funcién de
ponderacién”. Estas funciones son adimensionales, y se normalizan a una longitud de onda de
referencia, generalmente 300 nm. De manera que para calcular la efectividad bioldgica de, por

ejemplo, el UV-B, se realiza el siguiente calculo:

UV-Bye = 230 *'° F, E, d

Donde UV-By,. es el UV-B biologicamente efectivo, F, es el nimero de fotones de una
longitud de onda determinada, E, es la eficiencia relativa de esa longitud de onda en producir un
efecto dado.

El uso de valores de UV-By, permite comparar situaciones en donde la composicion
espectral de la radiacién es distinta, como por ejemplo experimentos realizados con lamparas o
bajo radiacidn solar. La similitud de los espectros de accion para una serie de respuestas de las
plantas a la radiacién UV-B, llevo a la elaboracion de una unico espectro de accion generalizado
para plantas (Caldwell, 1971). Este espectro es ampliamente utilizado para el calculo de la
radiacion UV-By,. En el mismo, la eficiencia cuantica es maxima para 280 nm, y decae

acercandose a 0 para longitudes de onda mayores a 315 nm.
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El agujero de ozono sobre Tierra del Fuego

Las imagenes satelitales del espectrometro TOMS (Total Ozone Mapping Spectrometer),
disponibles desde 1978, indican que el “agujero de 0zono™ ha aumentado en area desde 2.0x10°
km” a principios de los ‘80, hasta 2.6x10° km? en nuestros dias (http:/toms.gsfc.nasa.gov). Como
consecuencia, el area de influencia del agujero de ozono incluye regiones continentales de
Argentina y Chile (Fig. 1). Bajo la influencia directa del agujero de ozono, a principios de la
primavera, el grosor de la capa de ozono sobre Sud América frecuentemente disminuye de sus
valores normales de 330 Unidades Dobson (UD, 1 UD = 2.7 x 10'® moléculas de ozono cm™), a
menos de la mitad de este valor, en un intervalo de tiempo menor a 2 dias (Bojkov et al., 1995;

Kirchhoff et al., 1997; Rousseaux ef al., 1999).

EP/TOMS Total Ozone for Oct 7, 2000
" Figura 1: Niveles de ozono en

(Unidades Dobson, DU), indicados

por la escala de colores, registrados en

el hemisferio sur por el espectrometro
TOMS en el satélite Earth Probe de la
NASA. Delimitado por el color
celeste, se visualiza el llamado
“agujero de ozono”. Extraida de

http://toms.gsfc.nasa.gov/ozone/ozone.

GSFC/918

html

Dobson Units
100, Red > 500 DU

GEN:283/2000 Dark Gray

A

La disminucion de ozono no esta limitada a estos episodios transitorios, ya que masas de
aire pobres en 0zono también pasan sobre la region durante el verano, en el momento de la
ruptura del vortice polar. Tierra del Fuego es el unico lugar del planeta con ecosistemas terrestres
bien desarrollados, que se encuentra sometido a una disminucion severa de ozono. Estos

ecosistemas son mas productivos y diversos que los que se encuentran, por ejemplo, en la

Introduccion General-3-

(



Antartida, donde tiene lugar una mayor disminucion de ozono. La combinacién de riqueza
biolégica y atmdsfera altamente perturbada hacen de este lugar un sitio ideal para estudiar los

efectos del UV-B en ambientes naturales.

Efectos de la radiacion ultravioleta en las plantas superiores

La luz solar es uno de los factores ambientales mas importante en el control del
crecimiento y desarrollo de las plantas. La luz provee la energia necesaria para la fotosintesis, y
distintas longitudes de onda proveen informacidon ambiental que modifican procesos de desarrollo
tan diversos como la desetiolacion, el fototropismo y la floracion. El UV, como parte de la
radiacidn solar, también ejerce efectos sobre las plantas, y a pesar de representar una pequefia
fraccion del espectro solar que llega a la Tierra, sus efectos biolégicos son, en relacién,
desproporcionadamente grandes. Los efectos del UV-B sobre plantas terrestres han sido
ampliamente investigados (Teramura & Sullivan, 1994; Jordan, 1996; Jansen ef al., 1998; A.-H.-
Mackemess, 2000), y se resumen en la Tabla 1. En lineas generales, el UV-B provoca dafios a
nivel celular, pero también dispara respuestas fisiologicas y morfolégicas que previenen y
reparan los dafios, por lo tanto el efecto final es el resultado del balance entre el dafio, y los
procesos de proteccion y reparacion.

Una de las maneras en que el UV-B afecta procesos fisiologicos es a través del dafio
molecular. La absorcion del UV-B por macromoléculas produce dafio a lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. En el acido desoxiribonucleico (ADN), el UV-B provoca la dimerizacion de
bases adyacentes de pirimidina.

Algunos de los cambios morfo-fisiolégicos disparados por el UV-B parecen ser
independientes de la generacion de dafio celular. Los estudios de la inhibicién del alargamiento
del hipocotilo en plantulas de tomate (Ballaré et al., 1995), el enrollamiento de cotiledones en
Brassica napus (Wilson & Greenberg, 1993) y la apertura de cotiledones en A. thaliana
(Boccalandro et al., 2001), sugieren la existencia de una via de percepcion del UV-B que es
independiente de dafio celular, y que podria estar mediada por fotorreceptores especificos de UV-
B. El UV-B también modifica la expresion de una variedad de genes en forma especifica e

independiente del dafio al ADN (Jordan, 2002). Las especies reactivas de oxigeno, los niveles de
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calcio intracelular, el estado redox de membrana plasmatica, y el acido jasménico se han

propuesto como segundos mensajeros del UV-B, pero hasta el presente no se han podido

identificar las moléculas fotorreceptoras.

A continuacion, se tratan en mayor detalle los antecedentes disponibles sobre los efectos

del UV-B en procesos estudiados en la presente Tesis.

Tabla 1: Resumen de los efectos del UV-B sobre plantas terrestres. Adaptado de Kalbin, 2001.

1. Efectos moleculares, bioquimicos y fisiolégicos

A. Dario al ADN

1. Generacidn de dafio al ADN (oxidacidn de bases, dimeros de pirimidina)

2. Regulacion de la expresion de enzimas que fotoreparan el ADN

B . Dafio al aparato fotosintético

. Proteinas D1 y D2 del fotosisterna 11

. Actividad y concentracion de Rubisco y otras enzimas

. Integridad de la membrana tilacoidal

. Conductancia estomatica

. Pigmentos fotosintéticos (clorofila y carotenoides)

. Inhibicion de la expresion de genes relacionados con la fotosintesis
. Dafio ultraestructural a cloroplastos

NV ES WN —

C. Destruccion de fitohormonas ( foto-oxidacion del acido indol-acético)

D. Peroxidacién de lipidos de membrana

E. Cambios en el metabolismo secundario

F. Metabolismo de los radicales libres y especies reactivas de oxigeno

1. Generacidn de especies reactivas de oxigeno
2. Aumento de la concentracion de antioxidantes no enzimaticos
3. Aumento de la actividad de enzimas antioxidantes

I1. Cambios morfolégicos y anatémicos

A. Aumento de ceras epicuticulares

B. Aumento del grosor de la hoja

C. Disminucion del area foliar

D. Aumento de la ramificaciéon o macollaje

E. Alteracion del largo de entrenudos

II1. Cambios a nivel de planta entera, comunidad y ecosistema

A. Cambios de la relacién vastago:raiz

B. Modificacion de la arquitectura del canopeo

C. Disminucion de la biomasa total

D. Disiminucion del rendimiento de cultivos

E. Alteracion del balance competitivo

F. Promocion de la descomposicion de la broza

G. Alteracion del ciclo de nutrientes
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Efectos del UV-B sobre el crecimiento

Los multiples estudios de los efectos del UV-B realizados tanto bajo radiacién solar,
como en condiciones artificiales utilizando lamparas, han permitido establecer que el UV-B
puede reducir el crecimiento de las plantas terrestres (Sullivan et al., 1994; Ballaré et al., 1996;
Mepsted et al., 1996; Krizek et al., 1998; Mazza et al., 1999; Kumagai ef al., 2001). Los origenes
de la reduccion del crecimiento causado por el UV-B no se han establecido hasta el presente. Si
bien el UV-B puede reducir la fotosintesis en algunas especies (Allen ef al., 1998), la asimilacién
de CO; no se ve en general afectada por el UV-B en plantas aclimatadas a la radiacion natural
(Ballaré et al., 1996; Allen et al., 1998; Searles et al., 2001a). Por lo tanto se ha postulado que
otros efectos del UV-B que no estan relacionados directamente con el proceso fotosintético,
participan en la reduccidn del crecimiento observada bajo esta radiacion. Entre estos efectos se
encuentran la generacién de dimeros en el ADN vy el dafio oxidativo a macromoléculas claves del
metabolismo causado por un aumento descontrolado de la abundancia de especies reactivas de

oxigeno (ROS).

Efectos del UV-B sobre la generacion de dimeros de pirimidina en el ADN

La radiacién UV genera una serie de oxidaciones en el ADN (hidratos de pirimidina), y de
uniones cruzadas (tanto entre ADN-proteinas como ADN-ADN). La lesién mas abundante son
los dimeros entre pirimidinas adyacentes (Britt, 1999). Los dimeros de pirimidina pueden tener
dos tipos de estructura quimica (Fig. 2). La forma mas abundante (aproximadamente el 75% del
total de dimeros) son los dimeros ciclobutano-pirimidina (CPDs, del inglés “cyclobutane
pyrimidine dimers”), y el porcentaje restante son del tipo pirimidina (6,4) pirimidinona,
conocidos como 6,4 fotoproductos. En ADN desnudo, las longitudes de onda mas eficientes en la
generacion de dimeros son las correspondientes a los 260 nm (UV-C), y esta eficiencia decae
exponencialmente hacia longitudes de onda mayores (Setlow, 1974). En las plantas superiores el
ADN esta protegido del UV solar en el interior de las células vegetales y por los tejidos

circundantes; por lo tanto el espectro de accién para la induccion de daiio al ADN en un tejido
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vegetal, puede no ser exactamente igual al espectro de absorcion del ADN en solucién. Por
ejemplo, la formacién de dimeros de pirimidina en plantulas de alfalfa tiene un maximo de
eficiencia alrededor de los 280 nm, y la caida en la eficiencia cuantica hacia la zona del UV-A no
es tan marcada como en el espectro de accidn correspondiente al ADN purificado (Quaite ef al.,
1992).

Tanto los CPDs como los (6,4) fotoproductos bloquean la transcripcion en células de
mamiferos (Protic-Sabljic & Kraemer, 1986; Mitchell ef al., 1989), e inhiben la replicacién del
ADN en células procariotas y eucariotas. Los dimeros de pirimidina son lesiones pre-
mutagénicas: los dimeros que contienen citocina pueden convertirse en dimeros de timina a
través de un proceso conocido como “by pass” de lesiones (Bnitt, 1999). La existencia de este
proceso no se ha establecido en plantas, y poco se sabe acerca de las mutaciones inducidas por

UV en vegetales.

Figura 2: Estructura quimica de los dimeros de
pirimidina producidos en el ADN por la

ﬁ"’ HyC radiacién UV. Los CPDs constituyen la lesion

mas abundante (75 % del total de dimeros).

CPDs (6,4) fotoproductos

En plantas, tanto los CPDs como los 6,4 fotoproductos tienen efectos inhibitorios en el
crecimiento (Jiang et al., 1997), y la reparacion de los CPDs es esencial para la supervivencia
bajo radiacion UV-B (Landry et al., 1997). Los estudios ecofisiologicos realizados hasta el
presente muestran que la reduccidn del crecimiento causada por UV-B esta frecuentemente
asociada a aumentos en la cantidad de daiio al ADN en la forma de CPDs (Ballaré et al., 1996;
Hidema er al., 1997, Mazza et al., 1999).

Las plantas superiores han desarrollado al menos dos mecanismos para reparar los CPDs y
los 6,4 fotoproductos. Uno de ellos se conoce como reparacion en oscuridad, ya que puede
llevarse a cabo en ausencia de luz visible. Este mecanismo incolucra varios pasos enzimaticos
que reparan los dimeros a través de la excision de bases y nucleétidos. En estos procesos, la

excision de las bases dafiadas, usualmente acompaiiada de zonas flanqueantes no dafiadas, va
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seguida de sintesis de novo de ADN, es decir esta sujeta a la probabilidad de error de la ADN
polimerasa.

El otro mecanismo se conoce como fotorreparacion, es dependiente de la luz (360-420
nm), y es la via cuantitativamente mas importante de remocién de dimeros en plantas superiores.
La fotorreparacion (o fotoreactivacion) es llevada a cabo por enzimas llamadas fotoliasas que
revierten los dimeros en forma directa, de una manera libre de error. Las primeras fotoliasas de
CPDs que se caracterizaron fueron las de microorganismos, y se llamaron de clase 1 (Sancar,
1994). Otra clase de fotoliasas muy relacionadas con las anteriores, pero especificas para 6,4
fotoproductos, se identificaron en Drosophila melanogaster (Todo et al., 1996), Xenopus laevis
(Todo et al., 1997) y Arabidopsis thaliana (Nakajima et al., 1998). Otra familia de fotoliasas de
CPDs, que so6lo comparten con las anteriores un 10-15% de identidad de secuencia, son las
fotoliasas de clase II, que se identificaron en una variedad de especies, incluyendo animales
(Yashuhira & Yasui, 1992), arquibacterias (Yasui ef al., 1994), eubacterias (O'Conner ef al.,
1996) y plantas superiores (Taylor et al., 1996; Ahmad et al., 1997). Las fotoliasas son antiguas
en términos evolutivos; esto no deberia ser sorprendente si se tiene en cuenta que la atmosfera
terrestre primitiva era muy pobre en oxigeno y ozono, lo que permitia la llegada de altas dosis de
UV a la superficie terrestre.

Todas las fotoliasas caracterizadas hasta el presente presentan un cofactor flavina-
adenina-dinucleétido reducido (FAD), y en general poseen un segundo croméforo dependiendo
de las especies: la pterina 5,10-meteniltetrahidrofolato (MTHF) o 8-hidroxi-5-deaza-riboflavina
(8-HDF) (Sancar, 1994). Los mecanismos de accidn propuestos para los dos tipos de fotoliasas de
CPDs son similares: los cromoforos MTHF u 8-HDF acttian como antena absorbiendo la luz azul,
y transfieren la energia de excitacién al FAD reducido. El FADH™ dona el electrén al CPD, que
sufre un re-arreglo electronico, de manera que el anillo ciclobutano es clivado. El electron es
luego re-transferido para regenerar FADH'. La fotoliasa de CPDs de A. thaliana contiene FADH
y pterina como cofactores (Waterworth er al., 2002).

La fotorreparacién de dimeros inducidos por UV es uno de los mecanismos de reparacion
mejor caracterizados en plantas. La fotorreparacion de CPDs y 6,4 fotoproductos ha sido
documentada en una variedad de especies vegetales (Pang & Hays, 1991; Chen et al., 1994,
Taylor et al., 1996; Hada et al., 1999), y las fotoliasas de CPDs y 6,4 fotoproductos fueron
clonadas en A. thaliana (Taylor et al., 1996; Ahmad et al., 1997; Nakajima et al., 1998). La
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fotoliasa de 6,4 fotoproductos se expresa en forma constitutiva en plantulas etioladas (Chen ef al.,
1994; Hada ef al., 1999). En cambio, la expresion de la fotoliasa de CPDs es regulada por luz.
Estudios realizados en distintas especies han demostrado que la fotoregulacion de la
actividad/expresidn de la fotoliasa depende de longitudes de onda de la zona del rojo (Langer &
Wellmann, 1990; Buchholz ef al., 1995), azul /UVA (Hada ef al., 1999), luz visible (Ahmad et
al., 1997, Kang et al., 1998), y UV-B (Pang & Hays, 1991; Ries et al., 2000).

En resumen, la luz (UV, visible) no solo provee la energia para el funcionamiento de las
fotoliasas, sino que ademas tiene un efecto regulatorio sobre la expresion de, por lo menos,
algunos tipos de fotoliasas en plantas. Hay poca informacion sobre el fotocontrol de la actividad
fotoliasa en condiciones naturales, donde todos los fotorreceptores estan siendo estimulados al

mismo tiempo.

Efectos del UV-B sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno

La evolucion de un metabolismo aerdbico que utiliza oxigeno molecular (O;) confirio a
los organismos la capacidad de oxidar una variedad de metabolitos. Si bien la vida con oxigeno
es altamente eficiente, carga con un peligro potencial, ya que a pesar que el oxigeno molecular no
es toxico, puede producir derivados altamente reactivos que pueden generar daiio celular severo.
La reduccion completa del oxigeno molecular requiere cuatro electrones, originando agua (H,O)
como producto final. Cuando la reduccién del oxigeno se produce en pasos univalentes, se
forman una serie de moléculas parcialmente reducidas inestables y avidas de electrones, llamadas
especies reactivas de oxigeno (ROS). Entre ellas se encuentran el anién superédxido (Oy’), el
peroxido de hidrogeno (H,O;) y radical hidroxilo (OH'). Las ROS, que incluyen también
compuestos de oxigeno con hidrégeno, cloro y nitrégeno, pueden interconvertirse libremente, y
reaccionar con otras moléculas produciendo otros radicales libres (moléculas con uno o mas
electrones de valencia desapareados).

El transporte de electrones fotosintético es la mayor fuente de ROS en tejidos vegetales
(Asada, 1993), que ocurren como derivados normales de su funcionamiento. Diversas situaciones
de estrés, como deficiencias minerales, bajas temperaturas, contaminantes gaseosos, herbicidas,

acumulacién de metales fitotdxicos, altos niveles de PAR y radiacion UV-B producen un
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aumento de ROS (Foyer et al., 1994a), que resultan toxicas, debido a que su interaccién con los
componentes celulares como ADN, proteinas y lipidos de membrana. El UV-B puede aumentar el
contenido de ROS. Esto ha sido demostrado en varios trabajos, ya sea por la medicién de
especies reactivas como O, H,O,, oxigeno singulete ('0,) (Dai et al., 1997), medicion de otras
moléculas mas estables, como el radical ascorbilo (Kozak et al., 1997; Galatro et al., 2001), y
deteccion de lipidos peroxidados (Kramer et al., 1991; Takeuchi et al., 1995; A.-H.-Mackemess
et al., 1998).

Las ROS también parecen actuar como segundos mensajeros en situaciones de estrés de
diversos origenes (Khan & Wilson, 1995; Surplus et al., 1998), y podrian estar involucradas en
la via de transduccion de sefiales del UV-B (A.-H.- Mackemess et al., 2001).

Para contrarrestar la toxicidad de las especies reactivas de oxigeno, las células vegetales
cuentan con un sistema de defensa antioxidante altamente eficiente (Foyer et al., 1994b). Este
sistema esta compuesto tanto de mecanismos enzimaticos como de compuestos no enzimaticos.
El mecanismo enzimatico incluye principalmente las siguientes enzimas:

Superdxido dismutasas (SOD): son metalo-enzimas que catalizan la transformacién de Oy
en H,O,. Se encuentran en cloroplastos y mitocondnas.

Catalasas (CAT): son enzimas que contienen grupo hemo, y reducen el HO, a agua 'y
oxigeno molecular. Se encuentran en peroxisomas.

Peroxidasas: detoxifican el H,O; utilizando compuestos reductores como el glutation
(GSH), o ascorbato (AH") como dadores de hidrogeno. Se encuentran en todos los
compartimientos celulares.

El componente no enzimatico de este sistema de defensa incluye moléculas como acido
ascorbico, a-tocoferol, glutatiéon y compuestos flavonoides. En plantas, el compuesto antioxidante
mas abundante es el acido ascorbico. Este compuesto se halla en concentraciones milimolares en
todos los compartimientos celulares, y juega un rol central en la detoxificacion de especies
reactivas de oxigeno. Puede ser oxidado por una variedad de compuestos (como O, '0,, H203)
incluyendo radicales derivados de la oxidacién del a-tocoferol y lipidos peroxidados. El
ascorbato es un antioxidante extremadamente efectivo debido a que es un dador de electrones
pobre en condiciones fisiolégicas, y actia principalmente transfiriendo atomos de hidrégeno en
forma unitaria (Noctor & Foyer, 1998). La oxidacion del ascorbato (AH") ocurre en dos pasos

secuenciales, produciendo primero un radical libre, el &cido monodehidroascdrbico (A', también
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llamado radical ascorbilo), y luego acido dehidroascorbico (DHA). Ambas moléculas pueden ser

reducidas nuevamente a ascorbato de manera espontanea o a través de pasos enzimaticos que

incluyen enzimas que utilizan sustratos reductores como NADH vy glutation reducido. Las

reacciones de oxidacién y reduccion de ascorbato se esquematizan en la Fig. 3.

A. ..
Al
H,O NADH ™ (c)
(a) APX (b) MDHAR
H,0, \> NAD
(d) DHAR
H | < / \ DHA
GSSG GSH
GR
Estrés bidtico y >—<
abidtico
Fotosintesis NADPH NADP
Fotorrespiracion

Figura 3: Reacciones de oxidacién y reduccion del ascorbato (AH"). (a) La reduccién del peréxido de

hidrégeno (H,0;)por el ascorbato es catalizada por la enzima ascorbato peroxidasa (APX). (b) El producto de

oxidacién del ascorbato es el radical libre monodehidroascorbato, también llamado radical ascorbilo (A), que

es reducido por una reductasa especifica (MDHAR) dependiente de NADH. (c) Dos moléculas de A’ pueden

convertirse enspontaneamente en dehidroascorbato (DHA) y ascorbato (representado no estequiométricamente

por la linea punteada).(d) El DHA es reducido a ascorbato por una reductasa especifica (DHAR) dependiente

de glutation (GSH), compuesto que es luego re-reducido por la glutation reductasa (GR). Estas reacciones

ocurren cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y en el citosol.
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La exposicion de plantas al UV-B provoca cambios en la concentracién de los distintos
componentes del sistema antioxidante. La accion del UV-B sobre la actividad de enzimas
antioxidantes como SOD, CAT, y las del ciclo ascorbato-glutation, es variable segun la epecie y
las condiciones experimentales, habiéndose reportado aumento (Rao et al., 1996; Kim et al.,
1996; Takeuchi et al., 1996; Dai et al., 1997, A.-H.-Mackemess et al., 1998; Mazza ef al., 1999;
Kubo et al., 1999), disminucion (Takeuchi et al., 1996; Dai et al., 1997), o falta de efecto (Mazza
et al., 1999; Kubo et al., 1999) del UV-B sobre la actividad de ciertas enzimas. En lo que
respecta a la accién del UV-B sobre el contenido de antioxidantes no enzimaticos (acido
ascorbico, glutation, ®-tocoferol), se han reportado aumentos en la concentracién de estos
compuestos (Kim et al., 1996; Rao et al., 1996; Takeuchi et al., 1996; Dai et al., 1997, Galatro et
al., 2001), y falta de efecto en algunos casos (Kozak et al., 1997; Galatro et al., 2001).

En resumen, el UV-B puede aumentar la concentracion de especies reactivas de oxigeno,
y a su vez puede modular distintos componentes del sistema antioxidante; el balance entre ambos
efectos determinara el nivel celular de especies reactivas de oxigeno. Los trabajos publicados
hasta el momento sobre los efectos del UV-B en la generacion de ROS, se han realizado en
especies cultivadas de interés agrondémico (arroz, pepino, soja, cebada) y en la especie modelo A.
thaliana. La mayoria de los estudios se han realizado con niveles elevados de UV-B (o
desbalanceados espectralmente), y no hay informacion sobre lo que ocurre en plantas creciendo

en condiciones de campo en ecosistemas naturales.

Efectos del UV-B sobre la via de los fenil-propanoides

La epidermis foliar contiene compuestos que absorben UV, limitando asi la penetracion
de esta radiacion a tejidos internos. Estos compuestos son principalmente derivados fendlicos,
que se encuentran en forma mas abundante en las vacuolas de las células epidérmicas. La sintesis
de los compuestos fendlicos ocurre a través de la via del shiquimato y de los fenilpropanoides.
Dos pasos clave de este proceso son regulados por enzimas que pueden inducirse en respuesta a
la radiacion UV-B: la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la chalcona sintasa (CHS) (Takeda et al.,

1994). Una caracteristica de muchos compuestos fendlicos es que presentan gran

Introduccion General-12-



#O............O.....O.....................O...l

absorbancia en la region del ultravioleta y minima en el visible, lo que los convierte en excelentes
fotoprotectores, ya que bloquean efectivamente las longitudes de onda mas daiiinas del espectro
solar con un minimo de interferencia en la region de importancia fotosintética. Con la utilizacion
de microsondas de fibra optica (Day, 1993), y el uso de técnicas indirectas basadas en detectar la
fluorescencia de la clorofila (Bilger et al., 1997), se ha podido cuantificar la penetracion de
radiacion de distinta longitud de onda hacia los tejidos internos de las hojas. Esto ha permitido
documentar en forma cuantitativa el rol de la acumulacién de compuestos fenélicos en la
atenuacion del UV-B por parte del tejido epidérmico. Ademas, mediante el uso de indicadores de
daiio molecular (como CPDs), se pudo documentar la efectividad biolégica de estos compuestos
como protectores frente a la radiacion UV (Mazza et al., 2000).

La efectividad del UV-B solar en aumentar la concentracion de compuestos
fotoprotectores en células epidérmicas ha sido bien documentada (Meijkamp ef al., 1999; Mazza
et al., 2000), si bien estudios recientes realizados con plantas creciendo a campo sugieren que las
longitudes de onda que intervienen en la fotoregulacion de la acumulacion de estos compuestos

pueden diferir segun las especies (Mazza et al., 2000; Kolb et al., 2001).

Efectos biologicos del UV-B solar en ecosistemas terrestres de Tierra del
Fuego

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado los efectos del UV-B en distintos ecosistemas de
Tierra del Fuego desde el afio 1996, utilizando filtros plasticos que excluyen selectivamente el
UV-B y no alteran significativamente el flujo de fotones de otras longitudes de onda (mas
detalles de la metodologia se explican en el capitulo Mateniales y Métodos). Los tres ecosistemas
en estudio son: un arbustal dominado por Chiliotrichum duffusum (mata negra) y rodeado por
bosques de Nothofagus sp, un turbal dominado por musgos del género Sphagnum, y un mallin
dominado por graminoides del género Carex. Un resumen de los resultados obtenidos hasta el

presente se encuentra en la Tabla 2.
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Tabla 2: Resumen de los efectos del UV-B solar en especies vegetales de Tierra del Fuego.

Sitio Especie Efecto del UV-B solar Forma de vida Referencia
Arbustaly | G. magellanica | Aumenta la herbivoria Herbacea perenne Rousseaux er al 1998
bosque Aumenta el dafio al ADN Rousseaux et al 1999
adyacente Reduce la expansion foliar Rousseaux et al. 2001

B. penna- marina |Reduce el crecimiento del Herbacea perenne Rousseaux ¢t al. 2001
fronde
C. diffussum Sin efecto en el crecimiento | Arbusto Rousseaux er al. 2001
N. antarctica Sin efecto en area foliar Arbol de hojas caducas | Robson, sin publicar
N. pumilio Sin efecto en area foliar Arbol de hojas caducas [ Robson, sin publicar
N. betuloides Sin efecto en area foliar Arbol de hojas Robson, sin publicar
perennes
Turbal S. magellanicum |Reduce el crecimiento en Musgo Searles et al. 2001
altura Robson et al. 2003
Afecta microorganismos
N. antarctica Sin efecto en el crecimiento | Arbol de hojas caducas | Robson et al. 2003
E. rubrum Reduce el crecimiento Arbusto Robson et al. 2003
T. magellanicum |Reduce crecimiento Graminea perenne Searles et al. 2002
Mallin C.curtayC. Sin efecto en crecimiento del | Gramineas perennes | Searles et al. 1999
flecidua tallo Zaller et al. 2002
Disminuye largo de raices Zaller et al. 2003

Efectos del UV-B solar sobre el crecimiento y la morfologia de especies vegetales
en Tierra del Fuego

Se estudio el crecimiento bajo UV-B solar de una variedad de especies en los distintos
ecosistemas. El UV-B solar tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento de las especies herbaceas
(G. magellanica, B. penna-marina, Tetroncium magellanicum, Empetrum rubrum) y en el musgo
S. magellanicum (Rousseaux et al., 2001; Searles ef al., 2001b; Robson et al., 2003). Estos

resultados coinciden con la inhibicion en el crecimiento observado en especies herbaceas
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expuestas al UV-B solar en latitudes menores [Datura ferox (Ballaré et al., 1996), pepino (Krizek
et al., 1994), lechuga (Krizek et al., 1998) y cebada (Mazza et al., 1999)}, y en su sitio de
distribucion natural en la peninsula antartica (Colobanthus quitensis y Deschampsia antarctica)

(Day et al., 1999; Xiong & Day, 2001; Day et al., 2001).

Accion del UV-B solar sobre los compuestos fotoprotectores en plantas de Tierra
del Fuego

Los niveles de compuestos fotoprotectores y el peso de las hojas por unidad de area (masa
foliar especifica, MFE) se midieron en varias especies, como indicadores de aclimatacién al UV-
B. Esta radiacién no modificd los niveles de compuestos fotoprotectores en G. magellanica, B.
penna-marina, C. diffusum 'y S. magellanicum (Rousseaux et al., 1998; Searles et al., 1999;
Rousseaux et al., 2001), pero los aumentd en las especies de Nothofagus (T. M. Robson, sin
publicar). La MFE no fue afectada por el UV-B en G. magellanica, B. penna-marina, y
C.diffusum (Rousseaux et al., 1998; Rousseaux et al., 2001) y aumenté en Nothofagus sp. (T. M.
Robson, sin publicar) Las mediciones de transmitancia epidérmica realizadas por (Barnes et al.,
2000) confirmaron que G. magellanica, B. penna-marina y C. diffusum presentan una baja

transmitancia al UV en forma constitutiva.

Daiio al ADN producido por el UV-B solar en plantas de Tierra del Fuego

El analisis del contenido de CPDs en hojas de G. magellanica que crecieron bajo
radiacion solar en su ambiente natural demostré que el nivel de dafio al ADN estuvo
correlacionado positivamente con la dosis de UV-B recibida por las plantas antes del momento de
muestreo (Rousseaux et al., 1999). La utilizacion de filtros de exclusion selectivos para el UV-B
y el UV-B + el UV-A permitio establecer que el UV-B es el principal componente de la radiacion
solar responsable del dafio detectado. La relacidn entre la dosis de UV-B y el contenido de CPDs
fue particularmente fuerte cuando la radiacion se ponderé por el espectro de accion de (Caldwell,
1971), que asume una bajada abrupta de la eficiencia cuantica hacia longitudes de onda mayores
que el UV-B (Fig. 4).
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0.06 Figura 4: Contenido de CPDs por ng de ADN
en hojas de G. magellanica que crecieron bajo
0.051 filtros que transmitian la totalidad de la
0.04f . : radiacion solar, en funcion de la dosis de UV-
L5 . By, registrada antes del mediodia (horario en
0.03f -- . que se realizaron los muestreos). La dosis UV-
$ . : By, se calculé utilizando el espectro de accion
002 E de Caldwell (1971), normalizado a 300 nm. |
0.01F R?= 0.66 unidad de dafio al ADN= niimero de CPDs
P < 0.001 producidos por 1 Jm™ de radiacion de 254 nm
0-000 1l é :13 :; 5 en 1 ng de ADN purificado. Adaptado de

Rousseaux et al., 1999.

UV-By, (kJ m?)
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Objetivo general de la Tesis

El objetivo general de la Tesis fue mejorar la comprension de los efectos del UV solar

sobre el crecimiento, la generacioén de dafio molecular (especificamente, dafio al ADN y dafio

oxidativo), y la induccién de respuestas de aclimatacion, en especies nativas de Tierra del Fuego.

Debido a los conocimientos previos acerca de algunos efectos del UV-B sobre Gunnera

magellanica, y a sus convenientes caracteristicas anatomicas y morfoldgicas (hojas planas

expuestas horizontalmente a la radiacion solar), utilizamos esta planta vascular herbacea como

modelo de estudio.

1)

2)

3)

Objetivos especificos

Evaluar los efectos del UV-B y UV-A solares sobre el crecimiento de G. magellanica en su

ambiente natural, durante multiples temporadas.

Estudiar la regulacion de la reparacién de CPDs por el UV-B y el UV-A solares en G.
magellanica. Establecer las velocidades de reparacion a distintas temperaturas, y
correlacionar los resultados observados con las caracteristicas microclimaticas del sistema de
estudio. Comparar la velocidad de reparacion de CPDs en G. magellanica con otras especies

mas ampliamente estudiadas.

Establecer el impacto relativo del UV-B y el UV-A en la generacion del dafio al ADN en G.
magellanica bajo condiciones de radiacidn natural. Determinar el perfil diario del contenido
de CPDs y de compuestos fotoprotectores en ambientes con distinta composicion espectral

en el UV, en relacion con la fluctuacion de factores climaticos relevantes como la radiacién

solar y la temperatura.
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4) Estudiar los efectos de distintas dosis de UV-B sobre la generacién de estrés oxidativo,
niveles de peroxidacion lipidica y contenido de CPDs en G. magellanica, y establecer la
importancia relativa de los diferentes dafios moleculares en determinar la reduccién del

crecimiento causado por el UV-B.

Hipétesis y predicciones

Hipotesis 1: La region del UV solar con mayor incidencia negativa en el crecimiento es la
correspondiente al UV-B.
Prediccion 1: Las plantas que crezcan bajo UV solar desarrollaran menor area foliar que

las que crezcan en ambientes con UV-B reducido o sin UV (sin UV-B ni UV-A).

Hipotesis 2: Los mecanismos de fotorreparacion de CPDs en G. magellanica son
regulados por el UV solar.
Prediccion 2: Las plantas que crezcan bajo UV solar presentaran mayores velocidades de

fotorreparacion de CPDs que las que crezcan en ambientes con UV-B reducido o sin UV.

Hipotesis 3: Debido a que G. magellanica es una especie nativa de regiones frias,
presenta una eficiente reparacion de CPDs (tanto de fotorreparacidon como de reparacion en
oscuridad) aun a bajas temperaturas.

Prediccion 3: Se detectara reparacion de CPDs a temperaturas altas y bajas.

Hipotesis 4: G. magellanica (adaptada a un ambiente con bajas temperaturas y bajo UV-
B) presenta una velocidad de reparacion de CPDs comparable a la de otras especies que
evolucionaron en climas templados y latitudes medias o altas.

Prediccion 4: La velocidad de reparacién de CPDs de G. magellanica sera comparable a
la de A. thaliana (especie-modelo ampliamente estudiada, originaria de regiones templadas del

norte de Europa).
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Hipotesis 5: Los niveles de CPDs son mayores al mediodia que al amanecer y al
atardecer, debido a los altos niveles de UV-B en ese momento del dia. El contenido de
compuestos fotoprotectores no varian a lo largo del dia, ya que no son regulados por el UV en
esta especie.

Prediccion 5: Los niveles de CPDs presentaran una fluctuacion diaria acompaiiando las
fluctuaciones del UV-B solar, en hojas que crecieron bajo el ambiente con UV. Esta fluctuacién
sera menor en el ambiente con UV-B reducido y nula en el ambiente sin UV. Los niveles de
compuestos fotoprotectores no diferiran entre tratamientos y no presentaran una fluctuacion

diana.

Hipdtesis 6: Niveles ambientales de UV-B generan estrés oxidativo en G. magellanica.
Prediccion 6: La relacidn radical ascorbilo / ascorbato (indice que indica estrés oxidativo)
aumentara en hojas de G. magellanica que crezcan bajo dosis mayores de UV-B. Los niveles de

peroxidacién lipidica también aumentaran en funcidn de la dosis de UV-B.

Hipdtesis 7: Tanto el dafio oxidativo a lipidos como el dafio al ADN contribuyen a
explicar la reducion del crecimiento inducido por UV-B en G. magellanica.
Prediccion 7: La reduccidn en la expansion foliar correlacionara positivamente con los

niveles de peroxidacion lipidica y CPDs.
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Descripcion del sitio experimental y caracteristicas de Gunnera magellanica

La comunidad donde se establecieron las parcelas experimentales se encuentra en el
Parque Nacional Tierra del Fuego (provincia de Tierra del Fuego, Argentina, 54° 04’ S, 68° 35°
0), aproximadamente a 20 km hacia el oeste de la ciudad de Ushuaia (Fig. 5). El érea recibe una
precipitacion anual de 520 mm y el cielo se encuentra frecuentemente nublado a lo largo de todo
el afio. La temperatura media anual es de 5.5 °C (FAO, 1985). Esta zona presenta la

particularidad de estar bajo la influencia del agujero de ozono antartico durante la primavera.
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Figura 5: Ubicacion geografica del Parque Nacional Tierra del Fuego.

En el Parque Nacional hay bosques deciduos [dominados por Nothofagus pumilio

(15~

(“lenga™) y N. antarctica (“iiire”)]; bosques perennes [dominados por Nothofagus betuloides
(“guindo™)]; turbales (dominados por el musgo Sphagnum magellanicum), y arbustales. Las
parcelas experimentales se colocaron en un arbustal dominado por Chiliotrichum diffusum (Foster
f.) O. Kuntze (“mata negra™), y rodeado por un bosque deciduo de Nothofagus sp. En los espacios

abiertos entre los arbustos se halla un estrato herbaceo bajo (de aproximadamente 15 cm de altura
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desde el suelo), dominado por Gunnera magellanica Lam.(“frutilla del diablo™), y el helecho
Blechnum penna-marina (Poiret) Khun., y donde también se encuentran en menor abundancia
Pernettya pumila (“murtilla”), Empetrum rubrum (“murtilla”) y varias especies de pastos.

G. magellanica se caracteriza por ser una especie herbacea perenne, que se propaga
vegetativamente por medio de estolones, formando parches densos de tallos y hojas cercanos al
suelo. Pierde las hojas a fines del otofio, pero los tallos y raices persisten durante el inviemno
debajo la nieve. Rebrota a principios de la primavera, entre septiembre y octubre. Sus hojas son
aproximadamente circulares, y a medida que se expanden exponen su cara adaxial a la radiacién
solar (Fig. 6 A).

Disefio experimental

Estudiamos los efectos del UV sobre G. magellanica realizando experimentos a campo

y en invernaculo.

Experimentos a campo en el Parque Nacional Tierra del Fuego

Durante los afios 1998, 1999 y 2001 realizamos experimentos a campo en Tierra del
Fuego. A principios del mes de octubre, delimitamos parcelas de 70 x 70 cm en lugares abiertos
del arbustal con abundancia de G. magellanica. Las cubrimos con filtros de distintas propiedades
Opticas para generar ambientes luminicos con distinta composicion en el UV: UV-B ambiental,
UV-B reducido y -UV (Fig. 6 B). Los materiales utilizados fueron los siguientes:

Film polifluorino Aclar, tipo 22A, de 38 pm de espesor (Allied Signal, Pottsvile, PA,
USA): posee una alta transmitancia en todas las longitudes de onda del espectro solar en tierra.
Este tratamiento corresponde al UV ambiental. Los filtros se utilizaron agujereados (para
permitir el paso de la lluvia), transmitiendo aproximadamente un 90 % de la radiacién solar,
incluyendo el UV (Searles et al., 1999).

Plastico de poliéster transparente de 100 um de espesor (Mylar-D, Dupont, UK):
absorbe las longitudes de onda < 315 nm correspondientes al UV-B, pero tramsite las

correspondientes al UV-A y visible. Este tratamiento lo denominamos UV-B reducido. Estos
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filtros también se utilizaron agujereados, y el UV-B registrado debajo de ellos fué de
aproximadamente el 20% del UV-B solar (Searles ef al., 1999).

Laminas Lexan MRS, de 3 mm de espesor (General Electric, Fairfield, CT, USA):
absorbe longitudes de onda < 400 nm, eliminando de esta manera tanto el UV-B como el UV-A.
Este tratamiento lo denominamos —UV, ya que excluye todo el UV solar. Estas laminas no
pudieron agujerearse debido a su consistencia, de manera que las parcelas con estos filtros se

regaron segun la lluvia caida.

Figura 6: A, Gunnera magellanica. B, Filtros de exclusion en el Parque Nacional Tierra del Fuego.

Experimentos previos utilizando este disefio en el mismo sitio experimental,
demostraron que el régimen de temperaturas y la humedad del suelo no difirieron entre
tratamientos (Searles ef al., 1999; Rousseaux ef al., 2001; Searles et al., 2002). Los espectros de
transmitancia de los filtros se muestran en la Fig. 7.

El disefio experimental fue completamente aleatorizado en bloques. Las parcelas

(unidades experimentales) se delimitaron en éreas diferentes (bloques) en el campo, y los 3
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tratamientos se asignaron al azar a las parcelas dentro de cada bloque. En el afio 1998 se
delimitaron 3 bloques; en el 1999, 7 bloques ; y en el 2001 5 bloques.

En las tres temporadas realizamos mediciones de crecimiento. Durante los afios 1998 y
1999, paralelamente a los registros de crecimiento, recolectamos muestras de hojas de G.
magellanica de las parcelas experimentales con el objetivo de contestar preguntas especificas. En
la temporada de 1999 investigamos las respuestas de aclimatacion al UV solar, mediante el
estudio de la reparacién de CPDs in vivo, y de la medicién de compuestos fenélicos foliares,
transmitancia epidérmica foliar y biomasa de hoja por unidad de drea (masa foliar
especifica). En la temporada de 1998 estudiamos la dindmica diaria del contenido de CPDs y
de compuestos flavonoides. Las técnicas utilizadas se detallan en las secciones correspondientes

en este mismo capitulo.
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Figura 7: Espectros de transmitancia de filtros utilizados para generar los distintos ambientes luminicos

en el campo. Film polifluorino Aclar (—), film de poliéster Mylar-D (-- - -) y ldminas Lexan (—-—).

Experimentos en inverndculo en Buenos Aires

Durante el afio 2002, realizamos experimentos en invernaculo en Buenos Aires.
Recolectamos parches de plantas de G. magellanica que se encontraban naturalmente en una

planicie en las inmediaciones del Centro Austral de Investigaciones Cientificas (CADIC), en
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Ushuaia, y las trasladamos a Buenos Aires. Las colocamos en macetas dentro de un invernaculo
durante aproximadamente 20 dias. Luego de ese periodo, las colocamos debajo de lamparas de
UV-B, cubiertas con filtros individuales de diacetato de celulosa (para filtrar el UV-C que emiten
las lamparas, sin alterar el pasaje del UV-B) o poliéster transparente (para eliminar el UV-B). El
arreglo de lamparas consistio en 5 tubos de UVB-313 (Q-Panel, USA) y 4 tubos FS20TS (Solarc
Systems Inc., Canada), colocados en un marco de aluminio, a 1 m de altura sobre las plantas (Fig.
8). Las luces permanecieron encendidas durante 10 h alrededor del mediodia local. Se ensayaron
4 dosis de UV-By, [UV-B biologicamente efectiva, calculada segun espectro de accion de
(Caldwell, 1971), normalizado a 300 nm]: 0, 2,4y 6.5 kJ m~ dia”'. Para lograr las distintas dosis,
dejamos las macetas cubiertas con diacetato de celulosa durante 3, 6 0 10 h, y el resto del tiempo
las cubrimos con poliéster. Las plantas que no recibieron UV-B, permanecieron todo el tiempo
cubiertas por poliéster.

El disefio experimental fue completamente aleatorizado. Las macetas (3 por tratamiento)
fueron consideradas las unidades experimentales, y las distintas dosis de UV-B fueron asignadas

en forma aleatoria entre ellas.

Figura 8: Experimento en invernaculo en Buenos Aires
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Luego de 1, 4, 10 y 29 dias de comenzado el ensayo, recolectamos hojas para determinar
el contenido de CPDs, radicales lipidicos, acido ascérbico, radical ascorbilo, niveles de
compuestos fenélicos foliares y masa foliar especifica. También medimos la expansion foliar
de dos cohortes de hojas a lo largo del experimento. La cohorte | comprendié mediciones durante

los 12 primeros dias del ensayo, y la cohorte 2 desde el dia 16" y durante los 18 dias siguientes.

Reparacion de CPDs in vivo

Recolectamos hojas las parcelas experimentales [que crecieron bajo UV-B ambiental,
UV-B reducido y sin UV (-UV)], las colocamos en cajas plasticas con algodén humedecido con
agua corriente, y las trasladamos a los laboratorios del CADIC en Ushuaia, en frio (<4 °C) y
oscuridad (tiempo de viaje 40 minutos). En el laboratorio, las colocamos durante 30 minutos bajo
luz UV-A + visible (Fig. 9), a 25°C, en una camara con control de temperatura provista de un
panel de dos lamparas de luz de dia LT 18W (Narva, Alemania) y dos lamparas de UV-A TDL
18 W (Philips), suspendidas aproximadamente a I5 cm sobre las hojas. Este tratamiento induce la
fotorreparacion de CPDs (llevada a cabo por la enzima fotoliasa), y lo suministramos para
disminuir los niveles de dafio al ADN que las hojas trajeran del campo. Luego las irradiamos con
UV-B durante 20 minutos (dosis UV-B pe: 1.10 kJ m’? ), con lamparas de UV-B FS20TS (Solarc
Systems Inc, Ontario, Canada) que colocamos a 20 cm sobre las hojas. La radiacion emitida por
las lamparas fue filtrada por una capa de diacetato de celulosa para eliminar la radiacién UV-C.
Este tratamiento aument6 el contenido de CPDs de las hojas provenientes de todos los
tratamientos en el campo. Tanto la fotorreparacién previa como este “pulso” de UV-B, se
realizaron con el objetivo de igualar los niveles de CPDs en hojas de los distintos ambientes
luminicos provenientes de las parcelas experimentales. Esto es importante ya que se ha
demostrado que los niveles iniciales de CPDs pueden influenciar el tipo de mecanismo de
reparacion del ADN, y por lo tanto afectar la cinética de reparacidn (Quaite et al., 1994). Luego
de estos tratamientos previos, realizamos los ensayos de reparacién de CPDs in vivo, para seguir
la dinamica de remocién de CPDs en el tiempo. Colocamos las hojas (embebidas en agua) dentro

de la camara provista de luz UV-A + visible, expuestas a la luz (fotorreparacion de CPDs) o bien
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envueltas en papel aluminio (reparacién de CPDs en oscuridad), a 25 y a 8 °C. Retiramos
muestras a diferentes tiempos (al comienzo y luego de 15, 45 y 120 minutos), y las congelamos
inmediatamente en nitrégeno liquido para su posterior analisis. Debido a las restricciones
impuestas por el tamaiio de la camara de reparacién, solamente utilizamos 3 bloques del campo

para estos experimentos.
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Figura 9: Espectro de emision de energfa de las ldmparas utilizadas en los experimentos de

fotorreparaciéon de CPDs.

Para realizar los experimentos de comparacion de las velocidades de reparacion de
CPDs de G. magellanica 'y A. thaliana, sometimos ambas plantas a iguales condiciones
experimentales. Cultivamos plantas de A. rthaliana (c.v. Landsberg erecta) en un invemnaculo en
Buenos Aires, trasladamos plantas de G. magellanica desde Tierra del Fuego y las colocamos en
el mismo sitio. Para lograr iguales niveles iniciales de CPDs, irradiamos hojas recolectadas de
ambas especies, con 0.6130 kJ m” (G. magellanica) o0 0.2454 kJ m” (A. thaliana) de UV-B bpe.
Luego de esta irradiacion inicial, llevamos a cabo la reparacion de CPDs in vivo, bajo las mismas

condiciones utilizadas con las hojas provenientes de los experimentos a campo (UV-A + visible
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u oscuridad). En estos ensayos, utilizamos 5 macetas (unidades experimentales) de cada especie

para evaluar la reparacion de los CPDs.

Determinaciones moleculares y bioquimicas

Extraccion y cuantificacion de ADN total

Molimos hojas congeladas en nitrégeno liquido en mortero de ceramica. Extrajimos el
ADN total utilizando el Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). Lo
cuantificamos con un compuesto que se une especificamente al ADN, el Hoeschst 33258
(Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, Buckinhamshire, England). Medimos la
fluorescencia del complejo ADN-Hoeschst en un fluordmetro Versa Fluor (Bio Rad Laboratories
Inc., CA, USA), y determinamos su concentracién utlilizando ADN comercial de concentracion

conocida (Sigma, St. Louis, Missouri, USA).

Deteccion y cuantificacion de CPDs

Desnaturalizamos el ADN [disuelto en buffer TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH
8)], colocandolo en una solucién alcalina de NaOH 1.6 M : EDTA 40 mM (1:1) a hervor durante
10 minutos. Luego lo sembramos en una membrana de nylon cargada positivamente (Zeta Probe,
Bio Rad) previamente hidratada, utlizando un dispositivo ad hoc [“dot blotter” (Bio Rad)].
Colocamos la membrana a 80 °C durante 30 minutos, para permitir la unién covalente del ADN a
la misma. Detectamos los CPDs con el anticuerpo monoclonal especifico TDM-2, (Mori et al.,
1991), y con un anticuerpo secundario [goat anti-mouse, IgG (H+L)] unido a fosfatasa alcalina
(Bio Rad). Los sucesivos lavados de la membrana e incubacién de anticuerpos los realizamos con
PBS-T leche (Na,HPO4 80 mM, NaH,PO4 20 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 0.2 % v/v, leche
descremada en polvo % p/v). El bloqueo de 1a membrana previo al agregado del anticuerpo
primario, lo realizamos con PBS-T leche 10 % p/v. Utilizamos el reactivo CDP-Star (Tropix,
Bedford, MA, USA) diluido en el buffer de reaccién (dietanolamina 0.1 M, MgCl, 1 mM, pH
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9.5) como sustrato quimioluminiscente. Detectamos la sefial luminica en un sistema digital de
imagenes con camara fotogréfica refrigerada de alta sensibilidad Fluor-S Multilmager (Bio Rad)
(Fig. 10 A, datos presentados en la Seccion II de Resultados), o utilizando placas
autorradiograficas (X-OMAT, Eastman Kodak Company, USA) (Fig. 10 B, datos presentados en
las Secciones Il y 1V de Resultados).

La masa de ADN sembrado en cada membrana (que vario6 en general entre 1 a 2 pg por
punto de siembra) y los tiempos de exposicion se ajustaron de manera que las sefiales no
estuviesen saturadas, y aumentaran en forma lineal con el tiempo. En cada membrana sembramos
muestras de ADN de esperma de arenque (Promega Corporation, Madison, W1, USA) irradiado
con distintas dosis de UV-C, a manera de control de intensidad de las membranas y para facilitar
la intercomparacion. La intensidad de las sefiales luminicas (que indican la presencia de CPDs)
obtenidas tanto por exposicion de las membranas en el Multilmager, como por velado de placa
autorradiografica, las cuantificamos con la herramienta “Volume” del software Multi Analyst PC
v. 1.1, y las corregimos por la sefial de fondo local. En el caso de las membranas expuestas en el
Multilmager, los valores de CPDs por ng de ADN estan expresados en unidades arbitrarias de
luminosidad (UL), que utiliza el programa Multi Analyst para cuantificar sefiales luminicas. En el
caso de las membranas expuestas a placas autorradiograficas, los CPDs por ng de ADN estan

expresados en unidades de densidad 6ptica (UDO). Ambas unidades no son intercomparables.
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Figura 10: Emision de quimioluminiscencia en la técnica utilizada para medir el contenido de CPDs,

detectada con la camara ultrasensible refrigerada (A) y por velado de placas autorradiograficas (B).
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Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos foliares

Colocamos 3 discos de hojas de 0.65 cm de diametro en 4 ml de metanol:acido
clorhidrico 99:1 v/v, y las colocamos en oscuridad durante 48 hs a -20 °C. Estimamos la
concentracidn de compuestos que absorben en el UV-B por la absorbancia a 305 nm del extracto

metandlico (Rousseaux et al., 2001).

Medicion de la transmitancia epidérmica al UV-B

La técnica utilizada se basa en irradiar hojas con UV-B, y medir la consecuente emision
de fluorescencia de la clorofila en la zona del rojo. Si las hojas tienen una alta capacidad de filtrar
el UV-B en la epidermis, la cantidad de fotones que lleguen al meséfilo sera baja, y por lo tanto
se detectara una baja fluorescencia. Si la epidermis foliar no filtra eficazmente el UV-B, la
fluorescencia detectada sera mayor. Colocamos hojas recolectadas en las parcelas experimentales
en el Fluor-S Multilmager, y las irradiamos con UV de banda ancha (entre 290 y los 365 nm, con
un pico a los 302 nm). Para evaluar la sefial inducida especificamente por el UV-B (RF ),
sustrajimos la fraccion de la fluorescencia causada por la porcién UV-A de la fuente de luz, que
determinamos colocando un filtro de poliéster entre las hojas y las lamparas. La fluorescencia
emitida por las hojas fue filtrada a través de un filtro rojo RG695, para eliminar la porcion
correpondiente al amarillo y verde, y fue detectada por la camara del Multilmager en el modo
alta sensibilidad. Debido a que la fluorescencia puede variar segun el contenido de clorofila de
las hojas o el funcionamiento del aparato fotosintético, utilizamos la sefial inducida por la luz
azul (RFy,) como control (Bilger et al., 1997). Las lamparas utilizadas para inducir la RF, fueron
las lamparas de luz blanca del aparato, cubiertas con cajas de acrilico llenas de solucién saturada
de sulfato de cobre. Cuantificamos las sefiales fluorescentes con el software Multi-Analyst, en

unidades arbitrarias de luminosidad (UL).

Medicion del contenido de ascorbato

Determinamos el contenido del anién ascorbato por HPLC de fase reversa, con

deteccion electroquimica (0.6 V potencial de oxidacion) (Kutnink et al., 1987). Homogeneizamos
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las hojas (previamente congeladas en nitrégeno liquido) en acido metafosférico al 10% (p/v), las
centrifugamos y filtramos a través de membranas de Nylon de 0,22 pm. Utilizamos una columna
Supelcosil LC-18, estabilizada con la fase mévil [acido metafosférico 0,8% (p/v)], a un flujo
constante de 1,0 ml min™'. Utilizamos una solucién de acido ascérbico como estandar, preparada
en el momento y titulada espectrofotométricamente a 265 nm (e= 14,3 mM' cm™). Todos los

solventes empleados fueron de calidad HPLC.

Deteccion de radicales libres

Tanto el radical ascorbilo como los radicales lipidicos se midieron por Resonancia
Paramagnética Electronica (EPR). Este es el tinico método directo para la deteccion de radicales
libres, ya que se basa en la absorcion de energia electromagnética por los mismos en presencia de
un campo magnético externo. De esta interaccion se producen espectros con parametros
distintivos segun la especie quimica que se esté detectando. Esta técnica permite establecer tanto
el numero total de moléculas paramagnéticas (con electrones desapareados), siendo esta una
cuantificacion de tipo relativo (a través de la integracion de los espectros de absorcidn), asi como
la naturaleza de las mismas (a través de la estructura hiperfina del espectro).

Sélo es posible detectar por EPR en forma directa radicales libres estables, o radicales
libres inestables que alcanzan altas concentraciones en el estado estacionario. El radical ascorbilo
es lo suficientemente estable para ser detectado por esta técnica, pero los radicales lipidicos no lo
son. Por lo tanto, para detectar los radicales lipidicos utilizamos una técnica llamada “captura de
spin”, que consiste en utilizar una molécula diamagnética (sin electrones desapareados) que se
conjuga con el radical libre inestable. El resultado es la formacion de un aducto paramagnético

estable que puede ser detectado a temperatura ambiente.

Deteccion y cuantificacion del radical ascorbilo

Molimos las hojas en nitrégeno liquido, y las homogeneizamos en una solucion de
buffer fosfato de potasio 100 mM pH=7.4:dimetilsulfé6xido (DMSO) (1:1). Analizamos las
muestras por EPR, en un Espectrometro Bruker ECS 106 banda X, con una cavidad ER 4102ST,

a temperatura ambiente. Los espectros se corrieron utilizando los siguientes parametros
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instrumentales: poder de microondas, 10 mW; frecuencia de microondas, 9,75 GHz; campo
centrado en 3487 G; constante de tiempo, 328 ms; tiempo de conversidn, 82 ms; amplitud de
modulacion, 1 G; ancho de barrido, 15 G y frecuencia de modulacién, 50 kHz; (Buettner &
Jurkiewicz, 1993). Realizamos la cuantificacidn de los aductos de spin utilizando una solucion
acuosa de 2,2,5,5-tetrametil piperidina 1-oxil (TEMPO). El espectro EPR para las muestras y la
solucion de TEMPO se midieron exactamente bajo las mismas condiciones, y luego calculamos

la concentracion del aducto de spin segun (Kotake et al., 1996).

Deteccion y cuantificacion de radicales lipidicos

Medimos la generacion de radicales lipidicos en homogenatos de hojas, preparados en
buffer fosfato 100 mM pH=7.4, en presencia de a-(4-piridil 1-oxido)-N-t-butil nitrona (POBN)
como captor de spin, a una concentraciéon 50 mM. Incubamos las muestras durante 30 minutos a
37 °C. Los parametros para medir los aductos de spin por EPR a temperatura ambiente fueron los
siguientes: frecuencia de modulacién 50kHz, frecuencia de microondas 9.75 GHz, poder de
microondas 20 mW, campo centrado en 3480 G, amplitud de modulaciéon 1.2 G, constante de
tiempo 81.82 ms, ancho de barrido 100 G (Jurkiewicz & Buettner, 1994). Realizamos la

cuantificacion del aducto de spin segun (Kotake et al., 1996).

Medicion del crecimiento y parametros morfolégicos

Medicion de la expansion foliar

Marcamos hojas jovenes, y realizamos sucesivas mediciones del radio (con calibre)
durante la expansion de las mismas. El aumento en el radio foliar lo definimos como: radio final

(de la hoja expandida) - radio inicial (de la hoja joven).
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Medicion de la masa foliar especifica

El peso de la hoja por unidad de area (masa foliar especifica, MFE) la calculamos en
base a los pesos de discos de hojas secas (0.65 cm de diametro) ya deshidratados, que utilizamos

para extraer los compuestos fendlicos.

Medicion de 1a emision de las lamparas

Las mediciones de la irradiancia emitida por los diversos tipos de lamparas utilizadas en
los experimentos (de UV-B, de UV-A y de luz visible) las realizamos con un espectroradiometro
con doble monocromador IL-1700 (International Light, Newburyport, MA, USA) en el rango
UV, y con un microespectroradiémetro (S2000, Ocean Optics, Dunedin, FL, USA) en la regién
del visible. Las dosis de UV-By, las calculamos en base al espectro de accion generalizado para

plantas (Caldwell, 1971) normalizado a 300 nm.

Datos meteorolagicos de los experimentos en Tierra del Fuego

Temperatura

Los datos de temperatura del aire de la ciudad de Ushuaia provienen de los registros de
la estacion meteorologica ubicada en el CADIC.

Durante el periodo en que realizamos los experimentos, medimos la temperatura del aire
a nivel del canopeo de G. magellanica en las parcelas experimentales, usando termocuplas unidas

a un sistema de auto registro de datos Campbell (Campbell Scientific Inc., Logan, UT, USA).
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UV-B

Los niveles de UV-B sobre la ciudad de Ushuaia fueron registrados por el
espectroradiémetro de la Red de Monitoreo de UV de la National Science Foundation, ubicado en
el CADIC. Las dosis diarias de UV-B . fueron provistas por la Ing. Susana Diaz o bien
calculadas a partir de las bases de datos disponibles en

http://www.biospherical.com/NSF/default.asp

Ozono

Los niveles de ozono se obtuvieron de los datos del espectrémetro TOMS ubicado en el
satélite Earth Probe de la NASA, que se encuentran disponibles en Internet en

http://www.jwocky.gsfc.nasa.gov

Datos meteoroldgicos de los experimentos en Buenos Aires

La radiacion PAR dentro y fuera del invernaculo fue registrada por un sensor puntual Li-
190S A Quantum Sensor (Li-Cor Lincoln, NE). La temperatura del aire fue sensada con un sensor
especifico modelo 107 (Campbell Scientific, Logan, Utah). Todos los datos fueron registrados

con un sistema de auto-registro de datos Campbell 21X.

Analisis estadistico

La comparacion de medias la realizamos con analisis de varianza (ANOV A),
considerando los bloques y los tratamientos como fuentes de variacidn. La separacidn estadistica

de medias la establecimos con post-test de Duncan.
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En el caso de los datos provenientes de determinaciones sucesivas en el tiempo sobre las
mismas unidades experimentales, realizamos un analisis de varianza con medidas repetidas en el
tiempo (ANOVA con MR), o test ¢ pareado, segin se indique.

La relacién entre dos variables la analizamos utilizando el coeficiente de correlacion de
Pearson, o por regresion lineal, segun se especifique.

Consideramos un &= 35 % .

Todos los analisis mencionados los llevamos a cabo con el programa estadistico SAS

(version 6.12, SAS Institute, Cary, NC, USA).
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Los estudios realizados a campo con plantas de ecosistemas agricolas y otros
ecosistemas modificados por el hombre, han demostrado que el UV-B puede reducir el
crecimiento y el rendimiento econémico de algunas especies (Sullivan et al., 1994; Ballaré et
al., 1996; Mepsted et al., 1996; Krizek et al., 1998; Mazza et al., 1999; Kumagai et al., 2001).
Sin embargo, otras especies no responden al UV-B en este sentido (Kim et al., 1996; Allen et
al., 1999; Papadopoulos ef al., 1999). En lo que respecta a ecosistemas naturales, se han
documentado reducciones en el crecimiento de especies nativas en experimentos de
atenuacion de UV-B en zonas afectadas por la reduccion de ozono (Rousseaux et al., 1998;
Day et al., 1999; Rousseaux et al., 2001; Day et al., 2001), y en experimentos de
suplementacion de UV-B con lamparas (Johanson ez al., 1995; Musil, 1995; Gherke, 1998,
1999; Cooley et al., 2000).

En Tierra del Fuego, nuestro grupo de trabajo ha estudiado los efectos del UV-B
ambiental en distintos ecosistemas (mallin, turbal y arbustal), desde 1996. En cuanto a los
efectos sobre el crecimiento se ha observado que el UV-B solar reduce el crecimiento de
ciertas especies en condiciones naturales (Tabla 2 en la Introduccién General). En términos
generales, el UV-B redujo el crecimiento de las herbaceas, y no afecté a las lefiosas.

Durante los afios 1997, 1998 y 1999 Rousseaux et al. (2001) estudiaron los efectos del
UV-B solar sobre la fenologia, morfologia, crecimiento y herbivoria de algunas especies del
arbustal, en el mismo sitio donde se realizaron los experimentos descriptos en esta Tesis. Las
especies estudiadas fueron: el helecho Blechnum penna-marina, el arbusto Chiliotrichum
diffusum y la hierba perenne Gunnera magellanica. E1 UV-B redujo la expansién foliar de B.
penna-marina 'y G. magellanica (sin efecto sobre C. diffusum) (Rousseaux et al., 2001), e
indujo una disminucioén en los niveles de herbivoria sobre G. magellanica (Rousseaux et al.,
1998). No se detectaron efectos significativos sobre la fenologia, los niveles de compuestos
fotoprotectores, la biomasa foliar por unidad de area, ni la cobertura relativa de las especies
estudiadas.

En relacion a los efectos sobre el crecimiento de G. magellanica, la inhibicion en el
crecimiento foliar causada por el UV-B se detectd en forma consistente durante tres afios
consecutivos (1997, 1998 y 1999). Los registros se tomaron durante el mes de enero, y las

mediciones se realizaron sobre hojas elegidas al azar dentro de cada parcela experimental. La
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magnitud de la reduccion en la expansidn foliar fue de aproximadamente un 12 % (Rousseaux
et al.,2001). En el afio 1996 se realiz6 otra medicién durante el mes de octubre, pero
siguiendo el crecimiento de hojas individuales marcadas. La inhibicion en la expansién foliar
detectada en esa oportunidad fue de aproximadamente un 23 % (Rousseaux et al., 1998).
Durante los meses en que realizamos los experimentos a campo que se describen en las
secciones siguientes, continuamos registrando el crecimiento de G. magellanica bajo
ambientes luminicos con diferente composicion en el UV. Medimos la expansion foliar de
hojas marcadas y la masa foliar especifica. Nuestros registros abarcaron los meses de octubre,
noviembre y diciembre de los afios 1998, 1999 y 2001. Los objetivos de estas mediciones
fueron: (a) ampliar los registros anteriores, incorporando mediciones en otros momentos del
afio; (b) evaluar los efectos no sélo de la atenuacién del UV-B, sino también de la eliminacion
del UV-B y del UV-A; (c) tener mediciones contemporaneas a nuestros experimentos
relacionados con el dafio al ADN y su reparacién (llevados a cabo durante la primavera de los

afos 1998 y 1999).

El UV-B ambiental redujo la expansion foliar de G. magellanica

Al integrar los registros de las tres estaciones de crecimiento en un analisis conjunto, se
encontré un efecto significativo del tratamiento (P < 0.001), y las hojas que crecieron bajo UV
ambiental tuvieron un crecimiento significativamente menor que las que crecieron bajo UV-B
reducido o sin UV (Tabla 3).

En dos de los tres afios analizados (1998 y 2001) el UV-B redujo claramente la
expansion foliar de G. magellanica en un 20 y 25 % respectivamente (Fig. 11). La magnitud
de esta inhibicion fue similar a la detectada por (Rousseaux ez al., 1998)a principios de
octubre de 1996, utilizando la misma estrategia de medicion (seguimiento de hojas marcadas).
La direccidn del efecto fue la misma en el afio 1999 (si bien no fue significativo al 10 %, como
en los otros afios), y la magnitud fue menor (aprox. un 16 % de reduccién en la expansion
foliar) (Fig. 11). El efecto de eliminar todo el UV (tratamiento -UV en la Fig. 11) no fué

consistente en las distintas estaciones de crecimiento.
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Tabla 3: Efecto del ambiente luminico sobre la expansion foliar de G. magellanica, durante todas las

estaciones de crecimiento, analizadas en conjunto. Debido a que cada periodo de medicion abarco

distinto nimero de dias, se utilizé el aumento del radio por dia para el andlisis, y se consideraron

bloques distintos para cada temporada. Se indican el error estandar (EE) y el P > F del efecto del

tratamiento derivados del ANOVA. Los valores son medias, y las letras separan medias diferentes

significativamente segun post-test de Duncan.

Tratamiento Aumento del EE P>F
radio por dia
(mm dia™)
UV ambiental 022a
UV-B reducido 0.28b 0.009 0.0007
-Uv 0.26 b
1998 1999
10 10
o —~ gl
— 8_ s »
8 -20 % 28
- © 6
@ 67 a =8
p 35
o [} 4+
E 4 £E
E £~
2 2 7
0 . 0 ‘
UVamb A g
UVamb UV-Bred -UV g e
Figura 11: Expansion foliar de G. magellanica bajo UV ambiental
(UV amb), UV-B reducido (UV-B red) y sin UV (-UV), registrada
2001 durante tres estaciones de crecimiento:1998, 1999 y 2001. Los
10
P=0.08 EE | valores de P > F del efecto del tratamiento evaluado con el
=8 -25 % b 7 b ANOVA estan indicados en cada grafico, asi como el error estandar
3 " a (EE) derivado del andlisis considerando los bloques. Los
o 6F
- porcentajes indican la reduccion en el crecimiento registrado bajo
Q
E ar UV ambiental respecto del tratamiento de UV-B reducido. Los
= ol tamafios de las hojas marcadas al comienzo de las mediciones no
difirieron entre tratamientos (1998: P =0.25; 1999: P = 0.60; 2001:
0

UVamb UV-Bred -UV

P =0.48, ANOVA, datos no mostrados). Letras distintas indican

medias significativamente diferentes segun post-test de Duncan.
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Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que las longitudes de onda que mas
afectan la expansion foliar en G. magellanica son las correspondientes al UV-B.

Durante los afios 1998 y 1999 registramos, ademas de la expansion foliar, la masa
foliar especifica, como estimador del grosor de la hoja. En ninguna de las fechas analizadas, se
encontraron diferencias entre tratamientos (Tabla 4), 1o que concuerda con resultados
anteriores (Rousseaux et al., 2001). El hecho que los cambios en area foliar no hayan ido
acompafiados de cambios en el grosor de las hojas, indica que el UV-B solar redujo

efectivamente biomasa foliar.

Tabla 4: Masa foliar especifica (MFE) de hojas de G. magellanica que crecieron bajo UV ambiental (UV
amb), UV-B reducido (UV-B red) y sin UV (-UV). Los registros corresponden a los mismos periodos en
que se midio la expansion foliar, en los aflos 1998 y 1999. Los valores en las columnas indican las medias
bajo cada tratamiento. Se indican los valores de error estandar (EE) y P > F utilizados para evaluar el

efecto del tratamiento en los ANOV As, que se realizaron teniendo en cuenta los bloques (n). 1998: n = 3;

1999: n=35.
Dia Aiio MFE (mg cm™) EE P>F
juliano UVamb | UV-Bred -UV
318 1998 2.69 2.57 2.71 0.093 0.56
338 1998 2.39 2.39 2.61 0.082 0.20
315 1999 3.00 2.62 2.79 0.140 0.22

La expansion foliar vario en funcion de la dosis de UV-B recibida por las

plantas

Analizamos nuestros registros de crecimiento de G. magellanica durante las tres

estaciones de crecimiento, junto con los datos de Rousseaux et al. (1998) tomados a

principios de octubre de 1996 (en la Fig. 12 se muestran los niveles de UV-B y temperaturas

promedio pertenecientes a los periodos de medicion). Encontramos una correlacion
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significativa entre el crecimiento y la dosis de UV-B diaria promedio recibida por las plantas
debajo de los filtros (estimado a través de la transmitancia de los mismos a esta radiacién). El

crecimiento decrecié a mayores dosis de UV-B (Fig. 13).

N W & OO O N @

UV-Bpe (kd m™> dia™)

-
1

L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
980 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350
Dia del ano

Figura 12: Dosis diarias de UV-B,, (datos de la Red de Monitoreo de UV de NSF) durante los
distintos periodos en que se registré la expansién foliar de G. magellanica: 1996 (0), 1998 (0),
1999 (@) y 2001 (.). Arriba de cada afio esté indicada la temperatura promedio del aire, registrada

en cada periodo (datos de la estacion meteorolégica del CADIC).

Si bien se han realizado muchos estudios acerca de los efectos del UV-B sobre el
crecimiento, tanto bajo radiacion natural, como utilizando lamparas, existe menos informacién
acerca de los efectos del UV-A. Cooley ef al. (2001) estudiaron varias respuestas morfologicas
de distintos ecotipos de 4. thaliana a la suplementacion del UV ambiental con UV-A y con
UV-B + UV-A. Encontraron que el peso seco foliar se redujo en todos los casos por
suplementacion del UV-B, mientras que el aumento del UV-A indujo una reduccién de
biomasa foliar en algunos ecotipos, pero no en otros. El mismo resultado se observo en
relacion al area foliar. Los resultados obtenidos por el mismo grupo de trabajo en especies
silvestres de una pradera templada (Cooley et al., 2000), muestran que el efecto de

suplementar la radiacién solar con UV-A puede reducir el peso seco de hojas en algunas
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especies, pero no en otras. Si bien estos experimentos indican una posible contribucién del
UV-A a la reduccién del crecimiento foliar, se basan en suplementar la radiacion ambiental,
que ya contiene tanto UV-B como UV-A. (Krizek et al., 1998) estudiaron los efectos del UV-
A 'y el UV-B naturales sobre el crecimiento de lechuga, utilizando filtros de exclusién. Sus
resultados demuestran que tanto el UV-B como el UV-A solares reducen el crecimiento en
esta especie. En cambio (Tosserams et al., 1996), también utilizando filtros de exclusion, no
encontraron efecto ni del UV-B ni del UV-A ambientales sobre el crecimiento de cuatro

especies nativas de un pastizal de Holanda.

'.‘; 0-35 R = 0.53 Figura 13: Crecimiento de G. magellanica
"E’ 030l ° P=0.03 en funcion de la dosis de UV-B,_diaria
g promedio registrada durante los periodos que
._g 0.251 abarcaron las mediciones. Para estimar la
g radiacion debajo de los filtros se modificaron
S 0.20 . los datos de UV-B, . de la Red de Monitoreo
‘g de UV de NSF, por la transmitancia de los
g 0151 filtros agujereados. Los datos son medias, y
3 0.10 . . l se indican el valor de R? y la significancia de
0 1 2 3 4

la regresion lineal.
UV-B,, promedio bajo los

filtros (kJ m? dia'1)

Las causas de la inhibicién del crecimiento inducido por el UV-B solar en plantas
pueden ser miltiples, tal como se resumi6 en la Introduccion General (pp. 4-6). Teniendo
como base los efectos negativos del UV-B sobre el crecimiento en G. magellanica en
condiciones naturales, en los capitulos siguientes profundizamos el estudio de los efectos de
esta radiacidn (y del UV-A) sobre el dafio al ADN, el estrés oxidativo, y la induccién de

respuestas de proteccion, reparacion y defensa frente a esta radiacion.
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11

Respuestas de aclimatacion a la radiacion UV solar en

Gunnera magellanica



Uno de los antecedentes directos que motivaron los experimentos descriptos en esta
seccion fue el descubrimiento que variaciones en el nivel de UV-B solar, asociados al pasaje del
agujero de ozono sobre Tierra del Fuego, provocan variaciones concomitantes en el nivel de
dimeros en el ADN de hojas G. magellanica (Rousseaux et al., 1999 y Fig. 4 de la Introduccién
General). En el citado trabajo se realizaron muestreos en distintos dias contrastantes en niveles de
ozono (y de UV-B a nivel del terreno) durante la primavera de 1997. Los niveles de CPDs
detectados en las hojas de G. magellanica correlacionaron positiva y linealmente con la dosis de
UV-B recibida por las plantas durante las horas de la maiiana, previas al muestreo.

Tal como se detalla en la Introduccién General (pp. 6-9), si bien el UV-B induce la
formacion de CPDs en plantas, también puede modular tanto la capacidad de proteccion foliar (a
través, por ejemplo, de la estimulacién de la via de los fenilpropanoides) como la capacidad de
fotorreparar los CPDs (mediante el aumento en la transcripcion y/o actividad de la fotoliasa)
(Pang & Hays, 1991; Ries et al., 2000). La relacidn lineal observada entre la dosis de UV-B y los
niveles de CPDs en G. magellanica estaria indicando al menos dos situaciones posibles: (a) que
el UV-B no interviene en la regulacion de la reparacion de CPDs en esta especie 6 (b) que el UV-
B regula positivamente este proceso en G. magellanica, pero que ya sea por caracteristicas
propias de la especie o por las condiciones ambientales (niveles de radiacion, temperatura, etc) la
velocidad de reparacion de CPDs no es lo suficientemente rapida como para evitar la
acumulacioén del daiio.

El UV-B no es el unico grupo de longitudes de onda capaces de modular la transcripcion
y la actividad de la fotoliasa, sino que también se ha demostrado la participacion longitudes de
onda del rojo (Langer & Wellmann, 1990; Buchholz et al., 1995), azul /UV-A (Hada et al.,
1999), y luz visible (Ahmad et al., 1997; Kang et al., 1998).

Teniendo en cuenta los efectos negativos de niveles actuales de UV-B solar sobre el
crecimiento (Fig. 11 de la seccidn anterior), e intensidad del dafio al ADN en G. magellanica
(Fig. 4 de la Introduccion General), nos preguntamos si, ademas de los efectos nocivos, tanto el
UV-B como el UV-A modulan respuestas de proteccion y reparacion del ADN en esta especie.
Para contestar esta pregunta, analizamos los niveles de fotoproteccion foliar y la capacidad de
reparar los CPDs en hojas de G. magellanica que crecieron en su ambiente natural bajo distintos
tratamientos: UV ambiental, UV-B reducido y -UV. Los niveles de compuestos fotoprotectores

los medimos mediante dos técnicas diferentes: extraccion metanolica y medicion de la
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fluorescencia de la clorofila. La capacidad de reparacion del ADN la evaluamos siguiendo la
cinética de desaparicion de CPDs in vivo, a dos temperaturas contrastantes (8 y 25 °C), que se
eligieron sobre la base de los rangos de temperaturas registrados en el sitio experimental durante
la primavera. Finalmente, comparamos la velocidad de reparacion de CPDs de G. magellanica en
relacion a las velocidades observadas en otras especies mas ampliamente estudiadas. Para ello
utilizamos la planta-modelo 4. thaliana, y realizamos experimentos con ambas especies en

idénticas condiciones experimentales.

Caracteristicas microclimaticas del sitio de estudio

Con el propdsito de generar un marco de referencia para nuestros experimentos
controlados analizamos los registros de temperatura y UV-B de la zona sur de Tierra del Fuego.
Los registros de temperaturas del periodo 1998-2000 de la estaciéon meteorolégica del CADIC
(situado en la ciudad de Ushuaia, aproximadamente 20 km al este del Parque Nacional Tierra del
Fuego), permiten destacar dos caracteristicas importantes de la zona: (1) una alta fluctuacién
entre dias consecutivos, que refleja la meteorologia inestable de la isla, y (2) una baja
estacionalidad en el patron de temperaturas (Fig.14). La temperatura media mensual aumenta
s6lo 2 °C de octubre a diciembre (de 6 a 8 °C). Esto contrasta con el patron observado en
localidades ubicadas mas al norte, aun en aquellas bajo la influencia moderadora del océano
Atlantico. Por ejemplo, en Buenos Aires (34 °S), la temperatura media mensual es 6 °C mas alta
en diciembre que en octubre (FAO, 1985). Cuando las temperaturas medias diarias se combinan
con los datos de UV-B, es claramente observable que condiciones de alto UV-B, asociadas a la
disminucion de ozono, pueden ocurrir en coincidencia con bajas temperaturas (menores de 10 °C)
durante la primavera (Octubre a Diciembre) (Fig.14).

En el momento de considerar la influencia de la temperatura sobre los procesos
enzimaticos de reparacion de dafios causados por UV-B, las temperaturas maximas diurnas
podrian ser mas relevantes que las temperaturas medias diarias. Por lo tanto analizamos el patron
de temperaturas maximas (registradas por la estacién meteoroldgica) en relacién a las dosis de

UV-B. Encontramos que el 82 % de los dias con una dosis de UV-B,, > 4kJ m™ dia™' tuvieron
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temperaturas maximas inferiores o iguales a 15 °C, y un 18 % de estos dias con alto UV tuvieron
temperaturas maximas inferiores o iguales a 8 °C. Las temperaturas maximas registradas durante

este periodo nunca excedieron los 20 °C.
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Figura 14: Temperaturas medias diarias (0) (datos de la estacion meteorolégica del CADIC), y dosis diarias
de UV-B,, sobre Ushuaia (datos de¢ la red de monitoreo de UV de NSF) (®), registradas durante los meses de
octubre a diciembre de 1998, 1999 y 2000. En cada gréfico se indican los dias de alto UV-B,. asociados con
el pasaje del agujero de ozono, y los niveles de ozono correspondientes en UD. UD = Unidad Dobson

| UD = 2.7 x 10" moléculas de ozono cm™.
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Si bien no poseemos registros de la temperatura en el sitio de estudio tan extensos como
los de la estacién meteoroldgica, realizamos mediciones a nivel del canopeo de G. magellanica
durante un periodo representativo de la época del afio en que realizamos nuestros experimentos
(noviembre y diciembre). La temperatura a nivel del canopeo de G. magellanica fue
normalmente mayor que en el abrigo meteorolégico. Las temperaturas maximas durante dias
soleados fueron, en promedio, 8 °C mas altas a nivel del canopeo que en la estacion
meteorologica. Esta diferencia fue mucho menos pronunciada en dias nublados. En consecuencia,
se registraron con frecuencia temperaturas mayores a 20 °C a nivel del canopeo de G.
magellanica durante los mediodias en la primavera (aproximadamente 1 de 3 dias entre
noviembre y diciembre). El hecho que las temperaturas registradas en las parcelas experimentales
fueran mayores a los datos metcorologicos durante dias soleados puede explicarse por varios
factores. Las parcelas estaban ubicadas en una ladera orientada al norte, de manera que recibian
luz solar directa durante la mayor parte del fotoperiodo. Los parches con G. magellanica (altura
del canopeo menor a 20 cm) estaban rodeados por arbustos de aproximadamente 60 cm de altura,
lo que aumenta la capa limite, limitando la transferencia de calor entre el estarato herbaceo y el

aire mas frio por arriba del estrato arbustivo.

Efectos del UV-B y UV-A solares sobre los los niveles de compuestos

Jfotoprotectores foliares en . magellanica

Trabajos en plantas-modclo como A. rhaliana, y varias especies cultivadas y nativas de
regiones templadas, han demostrado que uno de las respuestas mas comunes al UV-B es el
aumento de los niveles de compuestos derivados de los fenilpropanoides, que absorben en el UV.
En nuestros experimentos con G. magellanica, no detectamos esta respuesta en base al area foliar
(P =0.50, datos no mostrados) o ¢l peso seco (P = 0.63, Tabla 5). Este resultado coincide con lo
encontrado por Rousseaux et a/. (1998, 2001). Tampoco pudimos detectar ningun efecto del UV-
A (Tabla 5), lo que sugiere que ¢l UV no regula la acumulacidén de compuestos fotoprotectores en
esta especie. Debido a que la absorbancia a 305 nm de extractos metandlicos de hojas es una

estimacion muy general de la proteccion frente al UV-B, que no tiene en cuenta la distribucion
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espacial de los compuestos filtrantes en la hoja, utilizamos la medicién de la fluorescencia de la
clorofila para obtener una informacién mas detallada de la penetracién del UV-B en el
parénquima fotosintético (Mazza et al., 2000). Los tratamientos de atenuacion del UV no
afectaron la intensidad de la fluorescencia de la clorofila inducida por luz azul (RFy; P =0.16,
datos no mostrados), indicando que los niveles de clorofila o el estado de los fotosistemas, no
difirieron entre tratamientos. Por lo tanto, la intensidad de la fluorescencia de la clorofila excitada
por UV-B (RF,) pudo utilizarse para estimar la transmitancia epidérmica al UV-B. No
detectamos ningun efecto ni del UV-B ni del UV-A en la transmitancia epidérmica de la
superficie adaxial de las hojas (P = 0.74, Tabla 5), que esta directamente expuesta a la radiacion
solar. Bamnes et al. (2000), usando el mismo andlisis, encontraron que el UV-B solar parecia
aumentar la transmitancia epidérmica al UV-B en G. magellanica (en lugar de disminuirla). Ellos
concluyeron que este aumento aparente en la transmitancia epidérmica al UV era el resultado de
una reduccidn en la intensidad de la fluorescencia de la clorofila inducida por el azul, debido a la
acumulacion de antocianinas en hojas del tratamiento con UV-B. Estos resultados sugieren que
G. magellanica, a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las especies estudiadas de origen
templado y tropical (Searles et al., 2001a), tiene una baja transmitancia epidérmica al UV en
forma constitutiva (Bamnes ef al., 2000; Ballaré et al., 2001), y no reacciona a la exposicion solar

acumulando compuestos fenolicos en la epidermis foliar.

Tabla 5: Niveles de compuestos que absorben UV en hojas de G. magellanica que crecieron bajo distintos tratamientos
de atenuacion de UV. Los niveles de flavonoides solubles en metanol acidificado se expresaron como la Absorbancia a
305 nm del extracto (A3gs), por mg de peso seco del material vegetal. La transmitancia epidérmica al UV-B se estimé
mediante la medicién del pardmetro RF,,, (altos niveles de RF,,; inidican una mayor transmitancia epidérmica al UV-B).

UL= Unidades arbitrarias de luminosidad. EE: error estandar del ANOVA (n = 7 bloques).

Tratamiento Ajzos mg” RF,., (UL)
UV ambiental 11.70 355
UV-B reducido 12.02 318
-Uv 11.80 324
EE 0.11 23.35
Efecto del tratamiento, P> F 0.63 0.74
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Regulacion ambiental de la reparacion de CPDs

Para estudiar el impacto de la atenuacién del UV solar en la reparacion de CPDs en G.
magellanica, recolectamos hojas de las parcelas experimentales y las sometimos a condiciones de
luz estandarizadas (UV-A + visible u oscuridad) y temperatura (8 o 25 °C) para evaluar la
reparacion de CPDs.

A 25 °C, bajo UV-A + luz visible, las hojas que crecieron bajo los distintos ambientes
luminicos en el campo presentaron diferentes cinéticas de reparacion de CPDs (Fig. 15 A,
simbolos abiertos). La cantidad de CPDs removidos luego de 2 h puede ordenarse de mayor a
menor, segun el grado de fotorreparacion observada: UV ambiental > UV-B reducido > -UV. El
contenido de CPDs se mantuvo constante cuando las hojas se dejaron en oscuridad durante 2 h
(Fig. 15 A, simbolos cerrados). Estos resultados indican que la fotorreparacion es el mecanismo
principal de reparacion de CPDs en G. magellanica.

No se detecto reparaciéon de CPDs a 8 °C bajo ninguna de las condiciones ensayadas (luz
u oscuridad) (Fig. 15 B).

Hay relativamente poca informacidn acerca de los efectos de la temperatura sobre la
velocidad de fotorreparacion en plantas superiores, y ninguno de los estudios realizados se han
llevado a cabo a campo. En plantas de A. thaliana cultivadas en camaras, la fotorreparacion de
CPDs in vivo fué mayor a 22 °C que a 37 °C (Pang & Hays, 1991). Cotiledones etiolados de
plantulas de pepino presentaron los mayores niveles de fotorreparacion alrededor de los 25-30 °C,
disminuyendo tanto a temperaturas menores (15-20 °C) como mayores (30 °C) (Takeuchi et al.,
1996). En células de tabaco, se mantuvo una alta remocién de CPDs a 25 y 12 °C, mientras que
no se observo reparacion a 0 °C (Li ef al., 2002). Nuestos experimentos revelaron que los
procesos de fotorreparacion de CPDs en G. magellanica tienen una marcada dependencia de la
temperatura, que podria ser ecoldogicamente relevante. Como se discutié mas arriba, la
combinacion de dias con baja temperatura y alto UV-B es un fenémeno bastante comun durante
la primera mitad de la estacion de crecimiento (octubre a diciembre), particularmente cuando el
sitio esta bajo la influencia directa del agujero de ozono antartico. Bajo tales condiciones, una
capacidad limitada de reparar CPDs podria resultar en una rapida acumulacion de lesiones en el

ADN en los tejidos de G. magelllanica.
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Figura 15: Reparaciéon de CPDs en el tiempo, en hojas de G. magellanica recolectadas de plantas que crecieron
en el campo bajo UV ambiental (o, m), UV-B reducido (A, A) y -UV (o, @), e incubadas a distintas temperaturas
(A: 25 °C, B: 8 °C) y condiciones de irradiacion (simbolos abiertos: luz blanca + UV-A, simbolos cerrados:
oscuridad). E1 ANOVA con MR indicé una interaccion significativa del tratamiento con el tiempo (P < 0.0001)
a25°C,y falta de efecto del tiempo (P = 0.26) y del tratamiento (P = 0.96) a 8 °C. En ambos experimentos, el
contenido inicial de CPDs no difirié entre tratamientos (P = 0.45 a 25 °C, P =0.44 a 8 °C). En A, las letras
indican diferencias significativas en el numero de CPDs reparados luego de 2 h bajo luz blanca + UV-A (P <
0.05), segun post-test de Duncan. Si bien los andlisis estadisticos se realizaron teniendo en cuenta el disefio
experimental en bloques (n = 3), como el efecto de los mismos no fue significativo, las barras de error estandar
provienen de la dispersion entre bloques (por ser mas ilustrativa) y no del analisis estadistico. UL: Unidades

arbitrarias de luminosidad.

En relacién a la regulacion de la capacidad de fotorreparacion por luz, nuestros resultados

indican que la exposicién al UV solar aumento la habilidad de las células de hojas de G.
magellanica de fotorreparar CPDs a temperaturas 6ptimas (25 °C, Fig. 15 A). Atenuar el
componente UV-B (que disminuye el flujo foténico global solar en menos de un 0.6 %) redujo de
manera significativa la capacidad de reparar CPDs (Fig. 15 A). Estos resultados sugieren que la

regulacion de la actividad fotoliasa en G. magellanica es influenciada por las longitudes de onda
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mas cortas del espectro solar. En este aspecto, la fotorregulacion de la capacidad fotorreparativa
en G. magellanica contrasta con la regulacion de los compuestos fotoprotectores solubles, que no
son afectados por el UV solar en esta especie (Rousseaux et al., 2001; Tabla 5).

Si bien no se dispone de informacién acerca de lo que ocurre en plantas terrestres, parece
haber una variacién en la capacidad de reparar el ADN entre especies animales que viven en
ambientes con distintos niveles de UV (Van de Mortel ef al., 1998; Smith et al., 2000). Atn bajo
condiciones 6ptimas, la velocidad de reparacién de CPDs en G. magellanica es baja al
compararla con las cinéticas publicadas de otras especies (Pang & Hays, 1991; Quaite ef al.,
1994; Sutherland et al., 1996; Taylor et al., 1996; Takeuchi er al., 1996), sobre todo cuando se
consideran plantas que crecieron en el campo (Takanayagi et al., 1994; Kang et al., 1998). Para
obtener una comparacion valida bajo condiciones ambientales equivalentes, llevamos a cabo
experimentos con hojas de G. magellanica y de A. thaliana. Los resultados muestran que la
reparacion de CPDs en Arabidopsis es mayor que en G. magellanica, tanto en luz como en

oscuridad (Fig. 16).

Figura 16: Reparacién de CPD:s en el tiempo, en hojas

3.0
de G. magellanica (0, m) y A. thaliana (o, e), de plantas

cultivadas en inverndculo en Buenos Aires, e incubadas
a 25 °C bajo luz blanca + UV-A (simbolos abiertos) u
oscuridad (simbolos cerrados). El ANOVA con MR
indicé una interaccion significativa de los dos
tratamientos de reparacion, luz u oscuridad (P = 0.05) y

del tiempo con la especie (P = 0.01). El contenido de

CPDs ng ADN™ (UL)

CPDs al comienzo del experimento de reparacién no

difirié entre especies (P = 0.91, test f). Luego de 2 h de

00 1 1 1 1 1 1
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. .. . incubacion, A. thaliana repar6 mas CPDs que G.
Tiempo de reparacién (min)
magellanica, tanto en luz como en oscuridad (” < 0.05).

Los datos son medias + error estandar, n=5.
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Conclusiones

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que el UV solar (tanto el UV-B como
el UV-A) puede aumentar la capacidad de fotorreparaciéon de CPDs en G. magellanica (Fig. 15
A). La baja velocidad de reparacion que se observa a bajas temperaturas (Fig. 15 B), frecuentes
durante la estacion de crecimiento, y aun a temperaturas mayores (Fig. 16), probablemente sea
una de las razones por las cuales la cantidad de CPDs en hojas de G.magellanica correlaciona
positivamente con los niveles de UV-B previos al momento de muestreo (Fig. 4 de la
Introduccion General). Este hecho, conjuntamente con la falta de induccion de respuestas de
proteccion (Tabla 5), sugieren que incrementos en el UV-B solar (debido a la reduccién del
ozono) producirian mayormente efectos nocivos en G. magellanica, sin la induccion
concomitante de mecanismos de proteccion. Seria interesante investigar si una baja capacidad de
reparacion del ADN es una caracteristica general de especies que evolucionaron en latitudes

altas, con bajos niveles de UV-B solar.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1

Dinamica diaria del contenido de CPDs en hojas de Gunnera

magellanica: balance entre generacion y reparacion del daiio



La formacion de CPDs por accion del UV-B ambiental ha sido claramente demostrada
(Rousseaux et al., 1999; Mazza et «l., 1999; Mazza et al., 2000, Ballaré ef al., 1996), sin
embargo la participacion del UV-A no ha sido totalmente establecida. Quaite er al., (1992)
demostraron que en plantulas de alfalfa el UV-A puede generar CPDs. Si bien las longitudes de
onda correspondientes al UV-A son menos eficientes que las del UV-B en producir dimceros de
pirimidina, el UV-A representa una proporcion de la irradiancia solar que llega a la superficie
terrestre mucho mayor que el UV-B. Por lo tanto, el efecto del UV-A podria ser relevante en
condiciones naturales. En el caso de G. magellanica, 1as funciones de ponderacion que mejor
explicaron el dafio al ADN producido por la radiacién solar en plantas creciendo en el campo
fueron aquellas basadas en espectros de accion en los cuales la eficiencia cuantica del UV-A es
ordenes de magnitud inferior a 1a del UV-B (Rousseaux et al., 1999). Ademas, la eliminacién del
UV-A mediante filtros, no redujo los niveles de CPDs respecto de las plantas que crecieron bajo
UV-B reducido (con UV-A). Esto parece sugerir una baja participacion del UV-A en la induccién
dc CPDs cn esta especie, en condiciones naturales.

Hay s6lo dos trabajos publicados en los que se ha estudiado la dinamica diaria del
contenido de CPDs en plantas terrestres bajo radiacion natural. Stapleton et al., (1997)
encontraron que en maiz, la densidad de CPDs tendia a aumentar hacia el atardecer. Sin embargo,
las diferencias en el contenido de CPDs entre muestras tomadas en distintos momentos dcl dia
eran pequeiias y solo marginalmente significativas. Hidema et «l., (1999) detectaron que los
niveles de CPDs en plantas de arroz cultivadas bajo radiacion natural no fluctuaban durante el
dia, ni se acumulaban, sino que se mantenian dentro de ciertos limites. Estos resultados
contrastan con las observaciones en otros organismos como bacterioplancton marino (Jeffrey et
al., 1996), larvas y huevos de anchoa (Vetter ef al., 1999), y el musgo Saniona uncinata (Lud et
al., 2002), en los cuales hubo una marcada fluctuacidn diaria del dafio al ADN, acompanando la
fluctuacién en radiacion.

Los factores ambientales que afectan el balance entre la generacion y reparacion de los
CPDs cambian en conjunto a lo largo del dia. La temperatura del aire aumenta desde la maiana
hacia cl mediodia, manteniendo los valores maximos durante las 2-3 primeras horas de 1a tarde, y
luego disminuyendo hacia la noche (Fig. 17). Los niveles de UV-B, UV-A y radiacion visible
siguen un perfil similar, alcanzando los valores maximos durante el mediodia local, y

disminuyendo hacia el atardecer (Fig. 18 A, B, C). De esta manera, el factor ambiental que
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induce la formacion de CPDs (UV-B) frecuentemente va acompaiiado de factores que promueven
la fotorreparacion de los mismos (UV-A, radiacién visible, temperatura). El nivel de dafio en el
ADN en plantas a lo largo de un dia, es el reflejo de un balance entre factores que promueven el

dafio, y factores que inducen mecanismos de proteccion y reparacion.

30 40
— 25“ -35 qA
g o g
s 207 {25 3
3 3
Ll —
g15— 10 o
=3 415 @
E 10% >
A -
= M 110

5" .......... -

0 A 1 1 1 A 1 1 1 1 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 2?

Hora del dia

Figura 17: Ejemplo del perfil diario de la irradiancia instantanea de UV-B,, (linea llena) y de la
temperatura del aire (linea punteada), registrados en las parcelas experimentales durante la primavera.

Mediodia local: 13:30 hs.

Basados en estos antecedentes, investigamos la dinamica diaria del contenido de CPDs en
plantas de G. magellanica creciendo bajo distintos ambientes luminicos en Tierra del Fuego. Para
ello medimos los niveles de CPDs y de compuestos fotoprotectores a lo largo de dos dias
consecutivos en tres fechas diferentes, en plantas que crecieron bajo tres tratamientos de

atenuacion de UV en el campo: UV ambiental, UV-B reducido y -UV.
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Figura 2: Dinamica diaria de la irradiancia de UV-B (linea llena) y UV-A + visible (linea punteada)
correspondientes a los dias de muestreo (A, B, C); del contenido de CPDs (D, E, F); y de los niveles de
compuestos fotoprotectores (G, H, I) en hojas de G. magellanica que se desarrollaron bajo UV ambiental (e),
UV-B reducido (0) y -UV (o). Los datos corresponden a los muestreos realizados a lo largo de tres pares de dias
consecutivos (de izquierda a derecha: 13 y 14 de noviembre, 4 y 5 de diciembre, 9 y 10 de diciembre de 1998).
La zona sombreada indica la noche. Las flechas en los perfiles de radiacion sefialan los horarios en que se
tomaron las muestras: a las 13, 20 y 7 hs. En relacion al contenido de CPDs, el analisis conjunto de todas las
fechas indicé un claro efecto del ambiente luminico (P = 0.013, ANOVA con MR). El anélisis de cada horario
de muestreo por separado permitio la separacion de medias significativamente distintas, indicadas por letras
diferentes, segun post-test de Duncan. Los niveles de compuestos fotoprotectores [medidos como Absorbancia a
305 nm (Asgs) de un extracto metandlico por peso seco de material vegetal] no fueron afectados por el ambiente
luminico (P =0.21, ANOVA con MR). UDO: unidades de densidad 6ptica. PS: peso seco. Los datos son medias,

las lineas indican los errores estandar derivados de cada ANOVA teniendo en cuenta el disefio en bloques, n=3.
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El UV-B solar tuvo mayor incidencia en la induccion de CPDs que el UV-A

El anilisis conjunto del contenido de CPDs a 1o largo de los seis dias analizados, indicé
un claro efecto del ambiente luminico, bajo el cual crecieron las plantas, sobre el estado
estacionario de los niveles de CPDs (P =0.01, ANOVA con MR) (Fig. 18 D, E, F). El analisis
detallado en cada horario de muestreo indicé que en 7 de 12 muestreos la atenuacion del UV-B
redujo significativamente el contenido de CPDs respecto de los niveles de plantas que crecieron
bajo UV ambiental (control). La eliminacion de todo el UV (UV-B y UV-A) redujo
significativamente el dafio al ADN respecto del control en 11 de los 12 muestreos analizados. Sin
embargo, solo se pudieron detectar diferencias significativas entre el tratamiento de UV-B
reducido y -UV en 3 de los 12 muestreos. Esto indica que el UV solar de onda corta tiene mayor
incidencia en la formacion de CPDs en esta especie que el UV de onda larga. Estos resultados
confirman los obtenidos en distintas fechas de muestreo (realizados solamente al mediodia)
durante el afio 1997.

Es importante notar que las plantas que crecteron sin UV presentaron niveles detectables
de CPDs. Para evaluar si estos dimeros se generaron en el ambiente luminico en el que crecieron
las hojas o simplemente fueron sefiales inespecificas detectadas por el anticuerpo, medimos
también los CPDs en hojas que se desarrollaron en completa oscuridad. Sorprendentemente se
detectaron CPDs en estas hojas, si bien los niveles fueron menores que en hojas que crecieron sin
UV (Tabla 6). No sabemos cual puede ser el origen de estos dimeros, ya que los CPDs solo se
forman por absorcién de UV, situacion inexistente en el caso de las hojas que se desarrollaron en
completa oscuridad. Por lo tanto es altamente probable que la sefial detectada en las plantas
ctioladas sea inespecifica, debido a una reaccion cruzada del anticuerpo con algun componcnte
arrastrado en la purificacion del ADN. El hecho que los niveles de CPDs en hojas que crecieron
sin UV sean mayores que los que se detectaron en hojas etioladas (Tabla 6), sugiere que su origen
se halla en el ambiente luminico del tratamiento sin UV. Esto podria deberse al pasaje de la
radiacion UV por los costados de los filtros durante el amanecer o el atardecer (momentos del dia
en que los rayos solares caen oblicuos a las parcelas experimentales). Es improbable que la
radiacion de longitudes de onda > 400 nm (transmitida por los filtros) haya causado los dimeros,

pues, como se ha comprobado a través de espectros de accion realizados tanto en tejidos
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vegetales [cotiledones de alfalfa (Quaite ef al., 1992)] como en ADN en solucién (Setlow, 1974)

la eficiencia con que se forman CPDs por foton se acerca a 0 para longitudes de onda > 370 nm.

Tabla 6: Niveles de CPDs en hojas que crecieron bajo los distintos ambientes luminicos (UV ambiental, UV-
B reducido, -UV) y en completa oscuridad (etioladas). Los datos corresponden a los dias 4 y S de diciembre.
fechas en las cuales se registraron los menores niveles de CPDs bajo el tratamiento -UV. Los datos de los
ambientes con diferente composicion en el UV representan el promedio del contenido de CPDs en los 4
horarios de muestreo, considerando los bloques como fuente de variacion. Se indican el error estandar (EE) y
el valor de P > F derivados del ANOVA, n=3.

Tratamiento CPDs ng ADN"' EE P>F
(UDO x 107)
UV ambiental 3.17 a
UV-B reducido 198 b 0.19 0.0005
-Uuv 1.54 b
etioladas 0.69 ¢

Los niveles de CPDs en hojas de G. magellanica mostraron un patron

inesperado de fluctuacion diaria.

Al analizar los perfiles del contenido de CPDs en el tiempo en cada grupo de los tres pares
de dias consecutivos (Fig. 18 D, E, F), no se observé un patrén claro de fluctuacidn diaria (efecto
del tiempo Fig. 18 D: P=0.56, E: P=0.67, F: P=0.07, ANOVA con MR). Los niveles de CPDs
no siguieron las fluctuaciones de radiaciéon UV-B (Fig. 18 A, B, C), sino que por el contrario. los
niveles de dafio registrados al mediodia tendieron a ser menores que los registrados al atardecer y
al amanecer, en todas las fechas de muestreo. Para verificar esta tendencia, decidimos unir los
datos de los tres grupos de dias consecutivos, y los analizamos teniendo en cuenta cada fecha de
muestreo como fuente de variacion (Fig. 19). De esta manera se hizo evidente una variacion de
CPDs en el tiempo (P <0.05, ANOVA con MR). Esta variacién estuvo dada por un aumento de

los niveles de CPDs al atardecer respecto de lo registrado al mediodia bajo el tratamiento de UV
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ambiental (UV ambiental P < 0.05, UV-B reducido: P = 0.47, -UV: P = 0.40, test ¢ pareado
mediodia vs atardecer), y por una tendencia a la disminucion de los CPDs desde la mafana hacia
el mediodia en el tratamiento con UV-B ambiental (P = 0.14, test / pareado maiiana vs mediodia).
que fué significativa en el ambiente con UV-B reducido (P < 0.003). Al comparar los niveles de
CPDs a la tarde de un dia con los niveles de CPDs a la mafiana siguiente, no se observaron
diferencias bajo ningln tratamiento (UV ambiental P = 0.88, UV-B reducido P =0.12, -UV P =
0.56, test ¢ pareado), indicando la ausencia de reparacion nocturna.

Las diferencias en los niveles de CPDs registrados durante los distintos momentos del dia
y en los distintos ambientes, no pueden explicarse por cambios en los niveles de compuestos
fotoprotectores foliares que absorben UV-B. Los mismos no fueron afectados por el ambiente
luminico en el cual crecieron las plantas (Fig. 18 G, H, I), tal como se habia observado en
mediciones anteriores en esta especie [Rousseaux ef al., (2001) y Tabla S de la seccion anterior],

ni presentaron un patron consistente de fluctuacion diaria.
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Figura 19: Patron general del perfil diario del contenido de CPDs en hojas de G. magellanica que crecieron bajo
distintos ambientes luminicos: UV ambiental (®), UV-B reducido (©) y -UV (o). Los datos se agruparon teniendo en
cuenta la fecha de muestreo como fuente de variacion. Los perfiles de CPDs variaron en el tiempo (efecto tiempo en
ANOVA con MR P =0.02), y los niveles de CPDs difirieron segtn los tratamientos (” = 0.004) y la fecha de
muestreo (P = 0.06). Esta fluctuacion estuvo dada por una acumulacién de CPDs a la tarde respecto de los registrados
al mediodia (P = 0.05, test  pareado) bajo UV ambiental, y por una disminucioén de los mismos al mediodia respecto
de los registrados al amanecer (P = 0.003, test ¢ pareado) bajo UV-B reducido. Estas diferencias estan indicadas por
el asterisco. Los datos son medias, las lineas indican los errores estandar derivados de los ANOV As realizados en
cada horario de muestreo, teniendo en cuenta las fechas como fuente de variacion, »=3. Las letras indican medias

significativamente diferentes segun post-test de Duncan.
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Resultados previos en esta especie mostraron que los niveles de CPDs durante el mediodia
de catorce fechas diferentes contrastantes en los niveles de ozono, correlacionaron positiva y
linealmente con la dosis de radiacion UV-B acumulada durante las horas de la mafana, previas al
muestreo (Fig. 4 de la Introduccién General). Por lo tanto esperabamos que a lo largo de un dia
los CPDs fluctuaran acompaiiando el perfil de UV-B. Sin embargo, la aparente discrepancia entre
aquellos y estos resultados, puede explicarse por la variacion, junto con el UV-B, de otros
factores ambientales que participan en la fotorreparacion de los dimeros. Durante ¢l mediodia el
UV-B alcanza el maximo de intensidad, y si bien esto produce mayor daiio al ADN en G.
magellanica, también estimula la capacidad reparadora en esta especie, tal como se demostro en
los experimentos descriptos en el capitulo anterior (Fig. 15 A de la seccidn anterior). A su vez el
aumento de UV-B que ocurre al mediodia, va acompafiado por aumentos de UV-A, radiacion
visible y temperatura, que aumentan la velocidad de fotorreparacion. Al atardecer y al amanecer
sucederia la situacion inversa: los CPDs serian lentamente fotorreparados debido a la declinacidon
en la luz y la temperatura. Por otro lado, los niveles de CPDs al comienzo del dia son indicadores
de la eficiencia de los procesos de reparacién nocturnos, independientes de la luz. En el caso de
G. magellanica, no se observo una disminucidn clara de los CPDs luego del transcurso de la
noche. Esto seria consecuencia de la baja o nula reparacion en oscuridad que presenta csta
especie, en condiciones de bajas temperaturas como las que se registran en el campo
experimental durante la noche, tal como se demostroé en el capitulo anterior (Fig. 15 B de la
seccion anterior). Ademas de la regulacion de la fotorreparacion por factores ambientales, es
posible que la actividad fotoliasa presente un ritmo de variacion diaria. Takahashi er «l., (2002)
encontraron que tanto la expresion del gen como la actividad de la fotoliasa de pepino siguen un
ritmo circadiano, presentando un maximo de actividad durante el mediodia, que disminuye hacia
la tarde.

Si se toman en cuenta todos los mediodias muestreados y se grafican en funcion de la
dosis de UV-B acumulada durante la mafana, encontramos la misma relacién funcional que la
encontrada anteriormente (Fig. 4 de la Introduccion General), y el 68 % de la variabilidad en los
niveles de CPDs puede ser explicada por la cantidad de radiaciéon UV-B que incidié bajo los

filtros durante las horas de la mafiana (Fig. 20).

Resultados y Discusion 111 -56-



)900000000000000000000000000000000000000000000 ¢

("IA 5
= UV-B red UV-B amb
x
4k T 1 T 1
(@)
(a]
)
I-V 3-
4
< 2
o
€ 2
@ 4| R= 068
a T p= 0003
(&

8.0 0?5 110 1?5 2?0 2?5 3.0
UV-B,, (kJ m?)

Figura 20: Contenido de CPDs en hojas que se desarrollaron bajo UV ambiental (UV-B amb) y bajo UV-B
reducido (UV-B red), en funcién de la dosis de UV-B,, previa al momento del muestreo (13 hs). Las dosis
de UV-B,, se calcularon en base a los datos de la Red de Monitoreo de UV de NSF, modificados por la
transmitancia de los filtros agujereados. Los datos son medias. Se indican los valores de R y la significancia
de las regresiones lineales, realizadas sélo con los datos de UV-B ambiental, o considerando también los de
UV-B reducido.

Los altos niveles de CPDs registrados al atardecer en las hojas que crecieron bajo UV
ambiental resultaron inesperados. Si bien los factores ambientales que promueven la
fotorreparacion disminuyen hacia el final del fotoperiodo, también lo hace el UV-B. Por lo tanto.
los CPDs detectados a la tarde deberian reflejar la dosis de UV-B que recibieron las plantas
durante las horas anteriores. Los CPDs registrados al amanecer deberian estar ligados a los
niveles de UV-B del dia anterior, debido a la ausencia de reparacién nocturna. La ruptura de esta
conexion entre dias estaria dada por lo que ocurre hacia el mediodia, momento en que la
fotorreparacion alcanzaria niveles méaximos. Siguiendo esta idea, relacionamos los niveles de
CPDs detectados en las distintas horas del dia (tanto bajo UV ambiental como bajo UV-B
reducido) con las dosis de UV-Bbe, UV-A + visible, y la relaciéon UV-Bbe/UV-A + visible (debajo
de los filtros) consideradas de la siguiente manera:

13 h : radiacidn correspondiente a las horas anteriores de ese mismo dia
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20 h: radiacion correspondiente a las horas anteriores de ese mismo dia

7 h: radiacion correspondiente a las horas anteriores de ese mismo dia + la radiacion del
dia anterior.

Efectivamente, encontramos que el contenido de CPDs aumento en funcion de la dosis de
UV-Bbe y de la relacion UV-Bbe/UV-A + visible (calculadas segun lo indicado, Fig. 21), mientras

que no varid en funcién del UV-A + visible (R2 =0.07, P =0.25, regresion lineal).
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Figura 21: Contenido de CPDs en hojas que crecieron bajo UV-B ambiental (UV-B amb) y UV-B
reducido (UV-B red), en funcion de las dosis de UV-B,, (A), y de la relacion UV-B,/JUV-A + visible
(B). Las dosis corresponden a la radiacion acumulada durante las horas previas al momento de
muestreo, segun lo indicado en el texto. Los datos de radiacion se obtuvieron de los registros de la red
de monitoreo de UV de la NSF, y se modificaron por la transmitancia de los filtros agujereados. Los

datos son medias; se indican los valores de R’ y la significancia de las regresiones lineales.
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Conclusiones

Tomados en conjunto, nuestros resultados demuestran que la radiacién UV-B solar es la
responsable de la formacién de CPDs en G. magellanica, mientras que la radiacion UV-A no
parece tener una participacion relevante en condiciones naturales. Sin embargo, los niveles de
CPDs en hojas de esta especie no fluctuan a lo largo del dia acompaiiando la fluctuacién del UV-
B, sino que son levemente menores al mediodia respecto de la maifiana y la tarde (Fig. 19). Este
patron diario distinto del esperado, podria explicarse a través de la regulacion de la
fotoreparacion por factores ambientales (radiacién UV-A, visible y temperatura) que acomparian
la fluctuacidn del UV-B, pero que en lugar de promover la formacién de dimeros, favorecen su
reparacion. De manera que en los momentos del dia en los que estos factores son altos
(mediodia), los niveles de CPDs son relativamente bajos. Ademads, la ausencia de reparacion
nocturna trae como consecuencia el hecho que los niveles de CPDs con los que una planta
“comienza’ un dia, estan de alguna manera conectados a lo que ocurrié el dia anterior. Esta
relacion entre dias se romperia hacia el mediodia por un pico de actividad fotorreparativa.
Futuros estudios de la expresion del gen y actividad de la fotoliasa de G. magellanica en distintos
momentos del dia, y en distintas fechas de muestreo, contribuirian a la comprension de los

patrones observados en nuestros experimentos.

Resultados y Discusion Il -59-



r.............00000.0000000000000000000000.0001

RESULTADOS Y DISCUSION
1A%

Inhibicion del crecimiento de Gunnera magellanica
inducido por UV-B: participacion del dafio al ADN y del daiio

oxidativo a lipidos de membrana



1000000000000 000000000000000000000000000000000!

Si bien uno de los efectos mas consistentes del UV-B sobre las plantas es la reduccién del
crecimiento, las causas de esta inhibicion no son claras. Se ha demostrado el UV-B puede reducir
la fotosintesis en varias especies, actuando tanto a nivel de las reacciones de fotofosforilacién
oxidativa en la membrana del tilacoide, como en el ciclo de Calvin y en la apertura estomatica
(Allen et al., 1998). Pero muchos de los experimentos que llevaron a estas conclusiones, se
realizaron sometiendo a hojas ya maduras a radiacion UV-B, en lugar de hacerlo a lo largo dc
todo su desarrollo, para permitir su aclimatacién al ambiente luminico. En plantas aclimatadas a
la radiacion natural, la asimilacion de CO; no se ve en general afectada por el UV-B (Ballaré ef
al., 1996; Allen et al., 1998; Searles et al., 2001a), y estudios detallados han demostrado que
niveles ambientales o0 moderadamente elevados de UV-B no afectan la integridad del fotosistema
I1 (PS II) en plantas creciendo a campo (Xiong & Day, 2001; Kolb er a/., 2001). En términos
generales, los reportes de reduccidn del crecimiento y de cambios morfoldgicos son mas
frecuentes que los reportes de inhibicion de la fotosintesis (Caldwell & Flint, 1994), y en la
mayor parte de los casos, la reduccion en el area foliar inducida por UV-B no va acompariada de
una reduccion en la fotosintesis por unidad de area, o de la asimilacion neta de carbono (Naidu ef
al., 1993, Ballaré ef al., 1996; Allen et al., 1998; Gonzalez et al., 1998, Nogués et al., 1998).

La inhibicién del crecimiento foliar podria ser el resultado de un efecto fotomorfogénico,
o bien ser una consecuencia del dafio producido por el UV-B a estructuras celulares clave, con
secuelas en procesos metabolicos. Entre los dafios moleculares generados por el UV-B, que
pueden tener efectos negativos sobre el crecimiento, se encuentran los dimeros de pirimidina que,
al acumularse transitoriamente en el ADN, pueden impedir la replicacion y transcripcion del
mismo, afectando la division celular y el metabolismo (Britt, 1999). Un indicio muy claro que el
dafio al ADN puede tener un impacto negativo en el crecimiento vegetal, esta dado por el hecho
que genotipos mutantes de Arabidopsis deficientes en mecanismos de reparacion del ADN son
mas sensibles al UV-B que plantas salvajes (Jiang et al., 1997; Landry et al., 1997; Britt &
Fiscus, 2003).

Otro tipo de dafio molecular que puede estar implicado, es el dafio oxidativo a lipidos de
membrana producido por aumentos de especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por el UV-
B (Kramer et al., 1991; Takeuchi et al., 1995; A.-H.-Mackemess ef al., 1998; Malanga ef al.,
1999; Hideg et al., 2003). Las ROS pueden extraer hidrégenos de grupos metileno (-CH;-) de

lipidos poli-insaturados de membrana, generando de esta manera radicales lipidicos. Los
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radicales lipidicos pueden a su vez reaccionar con oxigeno molecular (O,), formando radicales
peroxilo. Los radicales peroxilo son especies altamente oxidantes, capaces de extraer hidrogenos
de acidos grasos adyacentes, generando asi una reaccion en cadena autocatalitica que se conoce
con el nombre de “peroxidacion lipidica”. El resultado final de estas reacciones es la ruptura de
las cadenas lipidicas y la formacién de aldehidos, con la consecuente pérdida de la integridad y
funcionalidad de la membrana, e inactivacion de proteinas y transportadores (Girotti, 1985). La
secuencia de reacciones de peroxidacién de lipidos puede detenerse por accion de moléculas
antioxidantes como acido ascdrbico y ®-tocoferol, que interceptan a los radicales lipidicos y
peroxilo respectivamente.

El papel que juegan estos dos mecanismos de daiio molecular (el daiio al ADN y la
peroxidacién lipidica) en la reduccidn en el crecimiento inducida por UV-B en condiciones
naturales no ha sido investigado hasta el presente. Se ha observado un aumento en los niveles de
peroxidacion de lipidos en plantas de pepino (Kramer ez al., 1991; Takeuchi ez al., 1995) y soja
(Galatro er al., 2001) expuestas a dosis altas de UV-B o a tratamientos desbalanceados en su
composicion espectral (por ejemplo, con alta relaciéon UV-B:visible, que normalmente exageran
los efectos del UV-B). Sin embargo, no se ha estudiado hasta el presente la generacién de dafio
oxidativo a lipidos de membrana en plantas expuestas a dosis ambientales de UV-B. Debido a
que las respuestas al UV-B son extremadamente sensibles a otras condiciones ambientales
(particularmente a la radiacion visible), existe un consenso general sobre las ventajas de realizar
experimentos balanceados en su composicion espectral para obtener conclusiones realistas.

Con el objetivo de dilucidar la participacion de ambos dafios moleculares en la reduccion
del crecimiento inducido por UV-B en G. magellanica, medimos en forma simultanea el
crecimiento, el contenido de CPDs y de radicales lipidicos en plantas expuestas a un gradiente de
dosis de UV-B en invernaculo. El rango de dosis se eligio sobre la base de los niveles de
radiacion UV-B registrados naturalmente en Tierra del Fuego durante la estacién de crecimiento
de esta especie. Los lipidos peroxidados se detectaron por resonancia paramagnética electronica
(EPR), la unica técnica que permite detectar los radicales lipidicos en forma especifica. También
medimos los niveles de radical ascorbilo (A’) y el contenido de acido ascorbico (AH), y
utilizamos la relacidn en el contenido de ambos (A/AH’) como indicadora global de estrés

oxidativo (Kozak et al., 1997).
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El UV-B redujo la expansion foliar de G. magellanica, e indujo una respuesta

antioxidante temprana

Evaluamos el efecto de distintas dosis de UV-B (0, 2,4 y 6.5 kJ m™ dia") sobre la
expansion foliar de G. magellanica, midiendo dos cohortes de hojas (llamadas | y 2) que

abarcaron la primera y la segunda mitad del experimento respectivamente (Fig. 22).
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Figura 22: Perfiles diarios del flujo foténico de PAR (¢) y la temperatura media diaria (0) dentro del
invernaculo, a lo largo de todo el experimento. Los periodos de tiempo que abarcaron las mediciones de
expansion foliar, correspondientes a las cohortes | y 2, estan indicados por las barras horizontales debajo

del eje de las abscisas. Las flechas indican los dias de muestreo para el posterior anélisis bioquimico.

Las hojas que crecieron bajo todas las dosis de UV-B se expandieron menos que las que
crecieron sin UV-B (Fig. 23). Esta inhibicién fué de aproximadamente un 25 %. Tal como se
esperaba, segun los resultados obtenidos anteriormente, el contenido de compuestos fendlicos

solubles y la masa foliar especifica (MFE) no fueron afectados por el tratamiento de UV-B (Tabla
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7). La reduccion en el drea foliar sin modificacion de la MFE, nos esta indicando que bajo UV-B

la biomasa foliar fué menor.
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Figura 23: Efecto del UV-B en la expansion foliar de G. magellanica, medida en dos cohortes diferentes
de hojas: la cohorte | (m) comprendié las medidas realizadas entre los dias | a 12, y la cohorte 2 (o)
comprendio las medidas realizadas entre los dias 16 a 34. El crecimiento foliar est4 expresado como el
aumento en el radio foliar en mm (aumento del radio foliar= radio final - radio inicial). El tamaflo
promedio de las hojas marcadas inicialmente en cada cohorte no difiri6 entre tratamientos (” =0.92
cohorte |; P = 0.47 cohorte 2, ANOVA, datos no mostrados). Los valores correspondientes a la cohorte 2
son mayores que los de la cohorte 1 debido a diferencias en los tamafios iniciales (el radio promedio de
las hojas jovenes marcadas en la cohorte | fué de 11.55 mm, y de la cohorte 2 fué de 10.47 mm). En cada
cohorte, las hojas que crecieron sin UV-B se expandieron mas que las que crecieron con UV-B (P < 0.05,
ANOVA). Los datos son medias, las lineas representan el error estdndar, n=3. Letras diferentes indican

medias significativamente distintas segtin post-test de Duncan.
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Tabla 7: Absorbancia a 305 nm (A;os expresada por mg de peso seco de material vegetal) de compuestos
fenolicos solubles en metanol acidificado, y masa foliar especifica (MFE) de hojas de G. magellanica que
crecieron bajo 0, 2, 4 and 6.5 kJ m2dia” de UV-By,, medidos luego de 4 y 29 dias de comenzado el ensayo. Se
presentan las medias de 3 repeticiones independientes y el error estandar entre paréntesis. La significancia del

efecto del tratamiento en cada fecha de muestreo se analizé con un ANOVA. ns =7/ > 0.05.

UV-Bbe (kJ m™ dia™)

Dia 0 2 4 6.5

Asos (mg PS™) 4 5.65(0.40) 6.25(0.34)  542(0.39) 5.90(0.34) ns
29 556(032)  751(1.07) 6.19(0.54)  7.51(0.76) ns

MFE (mgcm?) 4 201(0.03) 236(0.18) 2.36(0.08) 224 (0.11)ns
29 206(0.11)  1.92(0.26)  2.12(0.09)  2.03(0.14) ns

Para caracterizar el efecto a corto plazo del UV-B sobre la generacion de estrés oxidativo
y la induccion de respuestas antioxidantes medimos los niveles de una molécula abundante y con
un rol antioxidante central en plantas, el acido ascorbico (AH), y su radical oxidado, el radical
ascorbilo (A’). Las mediciones las realizamos 1, 4 y 10 dias luego de comenzado el experimento.
El A puede considerarse como el producto terminal de una serie de reacciones del AH con
radicales libres, y ademas puede reconvertirse a AH™ por accion de la ascorbato reductasa o pasar
a acido dehidroascorbico espontaneamente (Fig. 3 de la Introduccién General). De manera que la
relacién A7AH' refleja un balance entre las reacciones oxidativas que forman A, y las reacciones
de reconversién de A'a AH' y de sintesis de acido ascorbico. Un aumento de esta relacion indica
que las reacciones de oxidacion superan las de reduccion y/o sintesis de AH', e indican un posible
estado de estrés oxidativo (Kozak er al., 1997, Malanga et al., 1999; Estevez et al., 2001; Galatro
etal.,2001). Los homogenatos de G. magellanica exibieron un fuerte doblete en EPR con las

caracteristicas espectrales (ai = 1.88 G, g = 2.0054) del radical ascorbilo (Fig. 24).
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Figura 24: Deteccion del radical ascorbilo por EPR. (a) Espectro EPR del DMSO, (b) espectro
simulado por computadora (utilizando los parametros espectrales del radical ascorbilo), (c) hojas de
G. magellanica que crecieron sin UV-B, (d) hojas de G. magellanica que crecieron bajo 6.5 kJ m™

dia”' durante 10 dias.

El UV-B no modificé los niveles del A" durante los 10 primeros dias de tratamiento (Fig.
25 A). El contenido de ascorbato disminuy¢ significativamente en hojas expuestas a UV-B luego
de 4 dias de tratamiento, pudiendo ordenarse los tratamientos (dosis de UV-B) segin el contenido
de ascorbato de mayor a menor de la siguiente manera: 0 >4 >2> 6.5 kJ m” dia” (Fig. 25 B).
De manera que la relacion A/AH' en las hojas expuestas a la mayor dosis de UV-B (que tuvieron
menor contenido de AH’) aumento significativamente respecto del resto de los tratamientos (Fig.
25 C), indicando una posible situacion de estrés oxidativo. En el dia 10 el contenido de ascorbato
aumentd aproximadamente el doble que lo detectado en dias anteriores en todas las plantas que
recibieron UV-B, de manera que la relacion A/AH  disminuy6 a niveles iguales en todos los
tratamientos (Fig. 25 B y C). Esto indicaria que, en G. magellanica, los niveles de ascorbato

podrian ser un punto de control del sistema de defensa antioxidante regulado por UV-B.
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Figura 25: Perfil temporal de los niveles de radical ascorbilo (A’) (A), ascorbato (AH") (B) y la relacion A/AH™ (C),
durante los primeros 10 dias del experimento, medidos en hojas que crecieron sin UV (0), y bajo2 (A), 4 (m) y 6.5 (®)
k) m? dia' de UV-B,.. Los niveles de A" no se vieron afectados por el tratamiento de UV en ninguno de los dias
analizados (efecto del tratamiento, ANOVA:dia |, 7=0.79; dia4 P = 0.94; dia 10 P = 0.65). El contenido de AH"
vario en el tiempo, observandose una disminucién dependiente de la dosis de UV-B durante el dia 4 (efecto del
tratamiento, ANOVA P =0.0014), y luego un aumento bajo todos los tratamientos de UV-B en el dia 10. Como
consecuencia de los cambios en los niveles de AH", la relacién A7/AH™ aumento en el dia 4 en hojas que crecieron bajo
la dosis de UV-B,, mas alta (efecto del tratamiento, ANOVA P = 0.002) indicando una situacion de estrés oxidativo.
Esto fue controlado hacia el dia 10 (la relacion A/AH  retorné a los niveles iniciales), a través del aumento en el
contenido de AH" bajo el tratamiento de UV-B. Letras diferentes indican medias significativamente distintas segun

post-test de Duncan. Los datos son medias + error estandar, n=3. . ..
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También se han detectado aumentos de ascorbato en otras especies como pepino
(Takeuchi et al., 1996), arroz (Kim er al., 1996), y cloroplastos de soja (Galatro ef al., 2001), si
bien las dosis de UV-By, utilizadas en dichos trabajos fueron en todos los casos mayores a los
utilizadas en nuestro experimento. En los trabajos de Kim er al. (1996) y Takeuchi er al. (1996),
los aumentos en niveles de ascorbato fueron detectados soélo luego de 6 dias de tratamiento con

UV-B pero no antes, de manera similar a nuestras observaciones.

El UV-B no aumenté los niveles de peroxidacion lipidica, pero produjo dario al
ADN

A pesar que el estrés oxidativo, evaluado usando la realcién A/AH’, parecid haber estado
controlado al dia 10 (Fig. 25 C), el efecto inhibitorio del UV-B en la expansion foliar persistio
durante la segunda mitad del experimento (Fig. 23, cohorte 2). Por lo tanto, realizamos
mediciones simultaneas del dafio oxidativo a lipidos y de CPDs, como indicadores de daiio
molecular inducido por UV-B, en dos momentos del experimento: luego de 4 y 29 dias de
iniciado el ensayo.

La técnica de EPR es una herramienta poderosa que permite la deteccion de los radicales
lipidicos en forma especifica. Otras técnicas mas ampliamente empleadas son indirectas, e
involucran la cuantificacion de productos derivados de los procesos de peroxidacion lipidica
[como ser la medicién de malondialdehido (MDA) y especies reactivas con acido tiobarbitirico
(TBARs)] en lugar de los radicales lipidicos en si mismos. Los radicales lipidicos pueden
combinarse con el atrapador de spin POBN, resultando en aductos que dan una sefial
caracteristica en EPR, con constantes de acoplamiento hiperfino de an=15.8 G y a;= 2.6 G (Fig.
26). No se encontraron diferencias significativas entre el contenido de radicales lipidicos bajo las
distintas dosis de UV-B, en ninguna de las dos fechas analizadas (efecto del tratamiento en
ANOVA: dia 4 P=0.90; dia 29 P = 0.55) (Fig. 27 A), ni siquiera durante el dia 4, momento de
mayor estrés oxidativo. Esto sugiere la existencia de un control adecuado a nivel del ambiente
lipofilico, probablemente a través de la accion de antioxidantes liposolubles como los tocoferoles.

Kramer et al., (1991), Dai er al., (1997) y Hideg er al., (2003), trabajando con pepino, arroz y
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tabaco respectivamente, en invernaculo y con UV-B suministrado por lamparas, encontraron un
aumento en el contenido de TBARs y MDA en plantas expuestas al UV-B, junto con dafio al PS
I1 (Hideg er al., 2003), e inhibicion del crecimiento (Kramer et al., 1991; Dai et al., 1997) . Si
bien la aproximacidn experimental usada por estos autores es similar a la nuestra, es importante
destacar que, en estos trabajos, los efectos del UV-B sobre la peroxidacion de lipidos fucron
detectados solo bajo altas dosis de UV-By, . Dai et al., (1997) no encontraron ningun efecto del
UV-B sobre el contenido de MDA bajo 3 y 6 kJ m?2dia"' de UV-B, lo que concuerda con los
resultados obtenidos en G. magellanica. Otros estudios realizados en camaras de cultivo con
lamparas de UV-B detectaron un aumento en los niveles de MDA inducidos por UV-B en
cotiledones de pepino (Takeuchi et al., 1995), en plantas de arveja (A.-H.-Mackemess ef «l.,
1998; Alexieva et al., 2001) y trigo (Alexieva et al., 2001), pero estos estudios se realizaron a
bajos niveles de PAR, y alto UV-B (hasta 49 kJ m? dia"), condiciones que casi con seguridad
exageran los efectos detectados del UV-B.

Las dosis de UV-By, ensayadas en este trabajo aumentaron el contenido de CPDs en hojas

de G. magellanica en forma dependiente de la dosis (Fig. 27 B) en ambas fechas analizadas.

Figura 26: Deteccion de radicales
lipidicos por EPR. (a) espectro EPR del
A A AN . POBN, (b) hojas de G. magellanica que
crecieron sin UV-B, (¢) hojas de G.
magellanica expuestas a 6.5 kJ m? dia™'

;WW'WW UV-B,, durante 10 dias, (d) espectro

simulado por computadora (con los

p parametros espectrales de los radicales
——/\/\[——’ “\ F"/V\/’ R lipidicos).
—_—
100G
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Figura 27: Dafio molecular en hojas de G. magellanica que crecieron sin UV-B o bajo 2,4y 6.5 kJ m™
dia”', luego de 4 (m) y 29 (®) dias de comenzado el experimento. (A) Contenido de radicales lipidicos.
No hubo efecto del tratamiento de UV-B (dia 4 P = 0.90; dia 29 P = 0.55, ANOVA). (B) Niveles de
CPDs en el ADN. El UV-B aumenté el contendio de CPDs bajo todas las dosis ensayadas (P < 0.05,
ANOVA). Letras diferentes indican medias significativamente distintas seguin post-test de Duncan. Los

datos son medias + error estandar, n=3.

La inhibicion de la expansion foliar estuvo inversamente correlacionada con el

contenido de CPDs, pero no con el nivel de peroxidacion lipidica

Analizamos la relacion entre la inhibicidn del crecimiento observada en ambas cohortes
de hojas, y el dafio molecular medido en los dias 4 y 29. La inhibicion en el crecimiento estuvo
inversamente correlacionada con el contenido de CPDs. Los coeficientes de correlacion de
Pearson fueron -0.77 (P <0.01) para la cohorte 1 y -0.82 (P <0.01) para la cohorte 2, de manera
que el 59 % y el 67 % de la variacion en la expansion foliar pudo ser explicada por diferencias en
el contenido de CPDs (Fig. 28 A, C). No encontramos una correlacion significativa entre la

inhibicion del crecimiento y el contenido de radicales lipidicos (Fig. 28 B, D).
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Figura 28: Expansion foliar en funcion del contenido de CPDs (A, C) y de radicales lipidicos (B, D) en
hojas de G. magellanica que crecieron bajo distintas dosis de UV-B (0, 2,4y 6.5 kJ m? dia™). Los
paneles A y B corresponden a la expansion foliar de la cohorte | y dafio molecular luego de 4 dias de
tratamiento. Los paneles C y D corresponden a la expansion foliar de la cohorte 2 y dafio molecular luego
de 29 dias de tratamiento. La expansion foliar correlacioné inversamente con el contenido de CPDs
(coeficientes de correlacién de Pearson: -0.77 para la cohorte 1 y -0.82 para la cohorte 2, P < 0.01). Los

valores de Ry la significancia de las correlaciones estan indicados en cada gréfico.
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Conclusiones

Segiin nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en el que se mide la expansion
foliar de una especie natural, junto con dafio molecular inducido por UV-B (CPDs y radicales
lipidicos) bajo dosis realistas de UV-B. El aumento en el contenido de ascorbato, y la falta de
dafo oxidativo a membranas sugieren que, en G. magellanica, los efectos inhibitorios del UV-B
en el crecimiento probablemente no estén relacionados con dafio oxidativo (Fig. 28 B, D). En
cambio, la presencia de dimeros en el ADN parece jugar un rol mas importante en este proceso
(Fig. 28 A, C). La presencia de CPDs no reparados puede tener consecuencias negativas tanto a
nivel de la division como de la expansion celulares. Ambos procesos han sido inhibidos por UV-
B en distintas especies estudiadas (Ballaré er al., 1991; Liu et al., 1995; Logemann et al., 1995,
Nogués et al., 1998; Gonzalez et al., 1998; Hopkins et al., 2002). Ademas del dafio oxidativo y
de los dimeros en el ADN, otros factores pueden ser los responsables de la reduccion en el
crecimiento bajo UV-B: reduccioén en la extensibilidad de la pared celular debido a la
fotodegradacion del AIA (Tevini & Iwanzik, 1986) o acumulacién de acido ferilico (Liu et al.,
1995); cambios en la turgencia debido al funcionamiento de los estomas (Nogués ef al., 1998),
etc. Se necesitan ain mas estudios para establecer cuales de estos mecanismos (u otros) son los
responsables directos de la inhibicidon del crecimiento foliar causado por UV-B en G.

magellanica.
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El estudio de los efectos del UV-B solar en plantas terrestres puede realizarse a través dc
diversas aproximaciones experimentales: bajo niveles normales de radiacion solar;
suplementando la radiacion solar con UV-B suministrado por lamparas; utilizando lamparas de
UV-B dentro de invernaculos; o bajo condiciones de irrradiacion artificiales en camaras de
crecimiento. Los distintos métodos cuentan con ventajas y desventajas. Si bien la utilizacién de
camaras de cultivo y de lamparas permite controlar al maximo condiciones tales como dosis de
radiacién (tanto UV-B como visible), temperatura, fotoperiodo, etc, tanto la composicion
espectral como el balance entre longitudes de onda de este tipo de experimentos normalmente
difieren de la radiacion solar. Debido a que muchos de los efectos nocivos del UV-B pueden ser
revertidos por procesos que dependen de radiacién de longitudes de onda correspondientes al
UV-Ay al visible (por ejemplo, la fotorreparaciéon del ADN), es importante que el balance entre
UV-B:UV-A:visible sea similar al ambiental, para no sobredimensionar los efectos del UV-B. La
utilizacion de lamparas dentro de invermaculos permite manipular las dosis de UV-B, mientras
que el resto de las longitudes de onda provienen de la radiacion solar. Si las dosis de UV-B no
son anormalmente elevadas, el balance espectral entre longitudes de onda puede mantenerse en
forma aproximadamente realista. Una de las maneras de asegurar un adecuado balance espectral,
es trabajando bajo radiacion solar, eliminando el UV en forma selectiva mediante el uso de filtros
de exclusion. Este tipo de experimentos permite detectar los efectos de dosis actuales de UV-B,
pero no evaluar los efectos de futuros aumentos en el UV-B. La manera de estudiar este aspecto
es la suplementacion del UV solar con lamparas que siguen el perfil diario del UV solar,
suplementandolo en un porcentaje pre-establecido. El disefio de este tipo de experimentos es
normalmente complejo, y el costo de los materiales, alto.

El acercamiento experimental utilizado en Tierra del Fuego, mediante el uso de filtros
que atenuan selectivamente distintas porciones del UV solar, nos ha permitido establecer
consistentemente efectos de niveles actuales de UV (elevados respecto de la media historica,
debido a la erosidn de la capa de ozono) en una especie nativa, y en condiciones ambientales
naturales. La realizacion del experimento en invernaculo nos permitié manipular las dosis de UV-
B, aplicando dosis realistas segin los registros historicos de UV-B de Ushuaia. En todos nuestros
experimentos buscamos integrar las respuestas observadas a nivel morfoldgico, con los efectos a
nivel molecular, teniendo en cuenta factores ambientales relevantes. Esto pudo lograrse mediante

el trabajo de campo, el analisis de datos climaticos, y técnicas tanto bioquimicas como
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moleculares en el laboratorio. La utilizacién de estas técnicas, normalmente descriptas para
animales, bacterias y para plantas-modelo como A. thaliana, requieren una ardua puesta a punto
para poder utilizarlas con especies salvajes, escasamente estudiadas. Este tipo de trabajo, que
atravicsa niveles de organizacién, no abunda en la bibliografia disponible. La tendencia general a
la especializacion en cualquier area de investigacion que se considere, es probablemente una de
las causas que explican la poca abundancia de trabajos que integren distintas escalas. La
disponiblidad creciente de mutantes de diversas especies, en particular de A. thaliana, constituyen
una herramienta muy valiosa para el estudio de respuestas fisioldgicas y los mecanismos
subyacentes. Sin embargo, las conclusiones que se obtienen en condiciones controladas, pueden
potencialmente cambiar bajo condiciones naturales, donde muchos de los factores ambientales
(fisicos, quimicos y bidticos) difieren de las condiciones de laboratorio. La interaccion de las
plantas y su entorno, sumados a la capacidad de aclimatacién de muchos procesos fisiologicos al
ambiente en el cual se desarrolla la planta, conforman un panorama complejo, pero cuya

comprension representa un desafio interesante.

Al comenzar los experimentos descriptos en esta Tesis, los estudios realizados
anteriormente en diversos ecosistemas de Tierra del Fuego, nos brindaron un marco de
conocimiento previo sobre los efectos de niveles actuales de UV-B solar en las comunidades
naturales de esta region. EI UV-B solar tiene accion sobre diversos componentes del ecosistema:
afecta el crecimiento vegetal, la abundancia de microorganismos, relaciones tréficas tales como
la herbivoria, y los procesos de descomposicion. Estos efectos podrian tener consecuencias
futuras en la abundancia relativa de especies de las comunidades, y en los ciclos biogeoquimicos.
El objetivo general de esta Tesis fue profundizar en el estudio de los efectos a nivel molecular
generados por el UV en la flora nativa de la region, que subyacen los efectos observados en
niveles de organizacion superiores. Para ello, utilizamos a G. magellanica como modelo de
estudio. Elegimos esta especie debido a que los conocimientos previos indicaron que su
crecimiento se ve negativamente afectado por la radiacion UV-B, y esta reduccién en el
crecimiento va acompaiiada por dafio al ADN. Otras respuestas de proteccion, tales como
acumulacion de compuestos flavonoides en hojas y modificaciones del grosor de las mismas, no
se ven afectados por esta radiacion en esta especie. Nosotros investigamos no solo el efccto del

UV-B sobre estos parametros (crecimiento, dafio al ADN, respuestas de proteccion), sino también
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el efecto del UV-A. También avanzamos en el estudio de la regulacion de los mecanismos de
reparacion del ADN por el UV y por otros factores ambientales ecolégicamente relevantes.
Analizamos el ritmo diario del contenido de CPDs a lo largo de varios dias, integrando los
conocimientos logrados en la etapa anterior. También evaluamos la capacidad del UV-B de
generar dafio oxidativo a estructuras celulares, y el impacto relativo de este tipo de dafio y de los

dimeros en ¢l ADN, sobre la reduccién del crecimiento inducida por esta radiacion.

En relacion a los efectos sobre el crecimiento, encontramos que las longitudes de onda
mas inhibitorias son las correspondientes al UV-B, mientras que el UV-A no parece tener una
participacion relevante. La magnitud de la reduccidn del crecimiento registrada durante nuestros
experimentos concucrda con resultados anteriores en esta misma especie. El efecto inhibitorio del
UV-B se observd consistentemente durante 4 afios y en diferentes épocas de la estacion de
crecimiento. Es interesante destacar que aun dosis relativamente bajas de UV-B (como las que se

registran a principios de la primavera) son suficientemente dafiinas como para causar este efecto.

Encontramos que la fotorreparacion es el mecanismo predominante de remocién de CPDs
en esta especie, tal como ocurre en otras especies vegetales estudiadas. Este mecanismo es
regulado positivamente por la radiacién UV, de manera que plantas que crecen bajo esta
radiacion presentan una mayor velocidad de fotorreparacion de CPDs que plantas que crecen sin
UV. Debido a las caracteristicas climaticas de la region, esperabamos que G. magellanica
presentara una alta capacidad de reparacion del ADN ain a temperaturas relativamente bajas. Sin
embargo, encontramos que la velocidad de fotorreparacion decae de 25 a 8 °C. Si bien
temperaturas maximas cercanas a 25 °C son frecuentes durante dias soleados a nivel del canopeo
de G. magellanica, durante 1a mayor parte del dia las temperaturas son inferiores a este valor. La
baja velocidad de reparacién a bajas temperaturas, podrian explicar en parte la relacion positiva
observada previamente entre la cantidad de CPDs en hojas de G.magellanica y las dosis de UV-
B. Evaluar las velocidades de reparacion a temperaturas intermedias entre los dos extremos
ensayados en nuestros experimentos, nos permitiria establecer la relacion funcional entre la
capacidad de fotorreparacion y la temperatura. De esta manera podriamos predecir la variacion de
la fotorreparacion a lo largo de un dia, y a lo largo de la estacion de crecimiento. Este ultimo

aspecto seria particularmente importante, ya que los eventos de pasaje de agujero de ozono sobre
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la region ocurren con mayor frecuencia luego del invierno, cuando las temperaturas son todavia
bajas. Por otro lado, el UV solar no participa en la regulacion de los niveles de compuestos
fenodlicos foliares en G. magellanica, respuesta frecuentemente observada en otras especies. Seria
interesante investigar si velocidades relativamente bajas de fotorreparacion de CPDs, y carencia
de respuestas de fotoproteccidn son caracteristicas comunes de especies que evolucionaron en

latitudes altas, con bajos niveles de UV-B solar y bajas temperaturas.

Si bien se ha demostrado que el UV-A puede producir CPDs en tejidos vegetales, el
componente UV-B es el principal generador de CPDs en plantas de G. magellanica. Sin embargo,
los CPDs no fluctuan a lo largo del dia acompaiiando las fluctuaciones de UV-B, sino que son
levemente menores al mediodia respecto del amanecer y el atardecer. Este patron diario puede
explicarse al considerar la accion de los mecanismos de fotorreparacién, que son regulados tanto
por la radiaciéon UV-B como por el UV-A, la radiacion visible y la temperatura. Los valores
relativamente bajos de CPDs al mediodia podrian ser consecuencia de una alta fotorreparacion
favorecida por las condiciones luminicas (altos UV-A y visible) y la temperatura. Los
relativamente altos valores de CPDs registrados al atardecer podrian explicarse por una caida
abrupta de la capacidad fotorreparativa desde el mediodia hacia la tarde, de manera que a pesar
de la disminucion de la irradiancia instantanea de UV-B, la radiacion acumulada durante las
primeras horas de la tarde sin fotorreparacion concomitante, produciria la acumulacién de CPDs
hacia las tltimas horas del dia. La ausencia de reparacion en oscuridad detectada en ensayos
controlados, fué corroborada en las determinaciones a campo, ya que los niveles de CPDs al
finalizar el dia no difirieron de los niveles de CPDs al comienzo del dia siguiente. Esta ausencia
de reparacion nocturna trae como consecuencia una conexion entre dias, que se “rompe” al
mediodia por la actividad reparativa. Esto evitaria una acumulacion continua de los CPDs a lo
largo del afio, manteniendo los niveles de daiio dentro de ciertos limites. Si bien los patrones
diarios del contenido de CPDs pueden explicarse por los resultados obtenidos en los ensayos de
reparacion de CPDs in vivo, el estudio de la expresion del gen y de la actividad de la enzima

fotoliasa a lo largo de un dia contribuiria a la mejor comprension de nuestros resultados.

Entre las multiples acciones del UV-B a nivel celular, se encuentra la generacion de

especics reactivas de oxigeno (ROS). Estos compuestos son altamente reactivos y pueden
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provocar dafio oxidativo a proteinas, ADN y membranas celulares, con la consecuente alteracion
de su estructura y funcion. Debido a que el acido ascorbico (AH") puede reaccionar virtualmente
con cualquier radical libre que se genere en un sistema bioldgico, los niveles del producto de su
oxidacion, el radical ascorbilo (A’), son indicadores de la presencia de ROS en la célula. Dcbido a
que la velocidad de oxidacién del ascorbato puede variar por cambios en su concentracion, el
empleo de la concentracion del radical ascorbilo como indicadora de estrés oxidativo, sélo es
adecuada en sistemas donde la concentracion de ascorbato no varia en relacion a la condicion
oxidativa. Por lo tanto cuando se producen cambios en el contenido de ascorbato, la relacion
A/AH’ puede emplearse como un indice temprano, simple y global de estrés oxidativo. En los
experimentos realizados en invernaculo con dosis de UV-B controladas, encontramos que se
indujo un estado de estrés oxidativo bajo la dosis mas alta de UV-B. Este estado fue transitorio, e
involucré una disminucién en el contenido de ascorbato. La disminucién en el contenido de
ascorbato en relacion a la concentracion de su producto de oxidacion (el radical ascorbilo), estaria
reflejando una regeneracion insuficiente de esta molécula, e indicaria que las reacciones de
oxidacion del mismo superan las de reduccién y sintesis. La medicion de la actividad de las
enzimas que intervienen en estas reacciones de oxido-reduccion (tales como la ascorbato-
peroxidasa, monodehidroascorbato-reductasa y dihidroascorbato-reductasa), asi como la
concentracién de los compuestos intermedios, completarian el cuadro de sucesos que se llevan a
cabo, y los puntos de accién especificos del UV-B.

Luego de 10 dias de comenzado el experimento, el estado de estrés oxidativo fue
controlado mediante un aumento en la concentracion de ascorbato, bajo todas las dosis de UV-B
ensayadas. Este hecho indicaria que esta molécula, con una funcién central en la detoxificacion
de radicales libres en células vegetales, estaria sujeta a regulacion por el UV-B.

Los procesos de peroxidacion lipidica se producen como consecuencia de la interacion de
acidos grasos poli-insaturados (componentes de membranas celulares) con una variedad de ROS.
Pudimos detectar radicales lipidicos en esta especie, producto del metabolismo normal, ya que
ninguna de las dosis de UV-B indujeron un aumento en su concentracion en G. magellanica. Esto
indicaria un control adecuado a nivel del ambiente lipofilico, probablemente por accién del o-
tocoferol, principal molécula antioxidante liposoluble. Para comprobar esta suposicion, seria
interesante estudiar si los niveles de a-tocoferol son regulados por el UV-B, o son

constitutivamente altos en esta especie.

Conclusiones Finales y Perspectivas -76-



PO 0000000000 0000000000000000000000000000000000¢

En estos experimentos también pudimos detectar la presencia de CPDs, que aumentaron
de manera dependiente de la dosis de UV-B, tal como se esperaba en base a los resultados
previos en esta especie. Las plantas que crecieron bajo UV-B presentaron menor expansion foliar
que las que crecieron sin UV-B. Esta reduccion en el crecimiento estuvo acompaiiada de dafio al
ADN (CPDs), pero no de dafio oxidativo a lipidos. De manera que, de los dos tipos de dafio
molecular evaluados, el que mejor explicaria la inhibicidn en la expansion foliar, es la presencia
de CPDs. Los CPDs pueden tener un impacto negativo en el crecimiento, a través del retardo en
la replicacion y traduccion del ADN, con consecuencias tanto en la divisién como expansién
celulares. Analizar cual de los dos mecanismos se ve afectado en G. magellanica, contribuiria a
entender las etapas del desarrollo mas sensibles a la presencia de este tipo de dafio molecular en

esta especie.

Los resultados obtenidos a lo largo de nuestros experimentos, nos permitieron ampliar el
estado de conocimiento existente al comienzo de los mismos, y pudimos poner a prueba en forma
satisfactoria todas las hipotesis planteadas. Queremos enfatizar en particular, la utilidad de
incorporar técnicas de analisis bioquimicas y moleculares en el estudio de los procesos

fisioldgicos, que subyacen las problematicas que surgen de observaciones ecologicas.

D
ped o
tla V.'Giordano Dr. Carlos L. Ballaré
Tesista Director de Tesis
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