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Resumen

Interaccion entre nanoparticulas y material fotosintético. Fotoquimica ambiental y

nanobidnica de plantas

Las nanoparticulas se utilizan actualmente con diversos fines industriales y domésticos, lo
que se refleja en su volumen de produccion en constante aumento. Este éxito econdmico
viene acompafiado de su presencia en el ambiente y el riesgo de efectos potencialmen-
te adversos en los sistemas naturales. Durante la dltima década, se han logrado avances
sustanciales con respecto a la comprensién de las fuentes, el destino y los efectos de las
nanoparticulas en los sistemas acuaticos y terrestres. El debate sobre su accién a corto y
largo plazo estd cada vez mds presente en la bibliografia actual. Por un lado, multiples
evidencias sugieren que su liberacién en el ecosistema ha provocado serios problemas
ambientales debido a su posible efecto téxico en los organismos vivos, particularmente
en las plantas. Por otro lado, la nanotecnologia ha llamado recientemente la atencién en
el campo de la agricultura por sus diferentes aplicaciones en la liberacién de nutrientes,
pesticidas, nanosensores, deteccidon de deficiencias de nutrientes, etc. De esta forma, me-
diante la nanotecnologia es posible alcanzar una agricultura de precisién y asi utilizar de

manera eficiente el agua, los fertilizantes y otros insumos.

Las plantas constituyen la base tanto del ecosistema como de la cadena alimentaria, y es-
tan sometidas continuamente a materiales liberados y acumulados en el medio ambiente
por la actividad humana, por lo que es crucial estudiar los efectos de las nanoparticulas
en ellos. Si bien en los dltimos afios se han incrementado las publicaciones relacionadas
a dicho tema, la mayoria de estos trabajos realizan una evaluacién a nivel fisiol6gico o
registran parametros de estrés celular, pero no evaltan el efecto sobre la actividad fo-
tosintética. En contraste con las técnicas anteriores, el analisis de la fluorescencia de la
clorofila es una metodologia confiable, no invasiva y no destructiva, conectada intima-
mente con el rendimiento fotosintético y que permite la evaluacion de la salud vegetal. En
esta tesis se estudid el efecto de tres tipos de nanoparticulas (metdlica, 6xido metdlico y
de carbono) con diferentes propiedades fisicoquimicas, en la actividad fotosintética y pro-
piedades fotofisicas de plantas. Los resultados obtenidos ponen en evidencia la capacidad
de las nanoparticulas de introducirse en los cloroplastos - debido a su pequefio tamafio - y
afectar de manera diferenciada los procesos de captacién de luz y/o el transporte electro-
nico, segun sus propiedades fisicoquimicas. Estas investigaciones se encuentran entre los
primeros estudios sobre el efecto de nanoparticulas en la cadena de transporte electronico

fotosintético desde una perspectiva fotoquimica de los procesos involucrados.

Palabras clave: fotosintesis, nanoparticulas, fluorescencia de clorofila, nanomateriales, im-

pacto ambiental, fotoquimica
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Abstract

Interaction between nanoparticles and photosynthetic material. Environmental pho-

tochemistry and plant nanobionics

Nanoparticles serve various industrial and domestic purposes evidenced by their cons-
tantly increasing production volume. This economic success comes along with their pre-
sence in the environment and the risk of potentially adverse effects in natural systems.
Over the last decade, substantial progress has been made with respect to understanding
the sources, fate and effects of nanoparticles in aquatic and terrestrial systems. The debate
on their short- and long-term action is increasingly present in the current literature. The-
re are multiple evidences suggesting their release into the ecosystem has caused serious
environmental problems due to their possible toxic effect on living organisms, particularly
plants. On the other hand, nanotechnology has recently drawn attention in the field of
agriculture for its diverse applications in the release of nutrients, pesticides, nanosensors,
detection of nutrient deficiencies, etc. In this way, by means of nanotechnology it is pos-
sible to achieve precision agriculture and thus make efficient use of water, fertilizers and

other inputs.

Plants are the basis of both the ecosystem and the food chain and are continually sub-
jected to materials released and accumulated in the environment by human activity, so
it is crucial to study the effects of nanoparticles on them. Although in recent years there
has been an increase in publications related to the study of the effect of nanoparticles
in plants, most of these works carry out an evaluation at the physiological level or re-
cord cellular stress parameters, but do not evaluate the effect on photosynthetic activity.
In contrast to previous techniques, the analysis of chlorophyll fluorescence is a reliable,
non-invasive and non-destructive methodology for photosynthesis and plant health eva-
luation. In this thesis, the effect of three types of nanoparticles (metallic, metallic oxide
and carbon), with distinctive physicochemical properties, on the photosynthetic activity
and photophysical properties of plants, was evaluated. The obtained results highlight the
ability of nanoparticles to enter chloroplasts — due to their small size — and differentially
affect the processes of light uptake and/or electronic transport, according to their physi-
cochemical properties. These investigations are among the first studies about the effect of
nanoparticles on the photosynthetic electron transport chain from a photochemical pers-

pective of the underlying processes involved.

Keywords: photosynthesis, nanoparticles, chlorophyll fluorescence, nanomaterials, envi-

ronmental impact, photochemistry
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Lista de simbolos y abreviaturas

Cars Carotenoides totales

Chl a Clorofila a

Chl b Clorofila b

Chls Clorofilas totales

Cytbgf Complejo de citocromo bg f

DRX Difraccién de rayos X

E, band gap 6ptico

ET Transferencia de electrones

ETC Cadena de transporte de electrones fotosintética
Fd Ferredoxina

F(R) Funcion de remision

FRET Transferencia de energia de resonancia de Forster
GQD Quantum dots de grafeno

LA Luz actinica (intensidad media, permite fotosintesis)
LHC Complejos pigmento-proteina colectores de luz (Light Harvesting Complexes)
LHC-I Complejo antena asociado al PSI

LHC-II Complejo antena asociado al PSII

MAG Nanoparticulas de magnetita

mNDVI [ndice de vegetacién de diferencia normalizada modificado
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MWCNT Nanotubos de carbono de paredes muiltiples
NDVI Indice de vegetacién de diferencia normalizada
NIR Zona del infrarrojo cercano del espectro electromagnético
NP Nanoparticulas

NPQ Quenching no fotoquimico

OJIP Transiente de fluorescencia de clorofila

OEC Complejo de evolucién de oxigeno

PAR Irradiancia fotosintéticamente activa

PC Plastocianina

Pheo Feofitina

PQ Plastoquinona

PRI Indice de reflectancia fotoquimica

PS Pulso saturante

PSI Fotosistema I

PSII Fotosistema II

Q4 Plastoquinona A

@ p Plastoquinona B

QDC Quantum dots de carbono

gr Quenching dependiente de energia

gr Quenching de transicion de estado

q; Quenching inhibitorio

RC Centro de reaccién

RC-I Centro de reaccién del fotosistema I



RC-II Centro de reaccién del fotosistema II

ROS Especies reactivas de oxigeno

SEM Microscopia electrénica de barrido

SPION Nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético
SWCNT Nanotubos de carbono de pared simple

SWIR Zona del infrarrojo de onda corta del espectro electromagnético
TEM Microscopia electrénica de transmision

VIS Zona del visible del espectro electromagnético

VSM Magnetémetro de muestra vibrante

UV Zona del ultravioleta del espectro electromagnético

Vx Violaxantina (carotenoide)

Zx Zeaxantina (carotenoide)
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CAPITULO

Introduccion

1.1. Introduccion

Los nanomateriales han recibido especial atencién por su impacto positivo en la mejora
de muchos sectores de la economia. Estan incluidos en productos de consumo de distintas
industrias como la farmacéutica y la cosmética[1]. Poseen numerosas aplicaciones en di-
versos campos: transporte, energia, agricultura, etc., y cada vez se producen en mayor can-
tidad y variedad. En el presente existe un amplio debate sobre los riesgos y beneficios de
los nanomateriales en el medio ambiente. Hay dos grandes aspectos de interés coexistien-
do actualmente para estudiar el efecto de materiales nanoparticulados en el ecosistema.
Uno de ellos se refiere al impacto a nivel ecoldgico que pueden generar las nanoparticulas
(NP) en sistemas naturales como las plantas; y el otro se focaliza en los beneficios que
pueden obtenerse desde una perspectiva agricola, en el sentido de buscar productos en

base a nanomateriales que mejoren la productividad de los cultivos (Fig. 1.1).

Para evaluar sus posibles efectos adversos en los ecosistemas y en la salud humana, la
comunidad cientifica trabaja prestando cada vez mds atencion a este tema. La literatura
sobre la ecotoxicidad de las nanoparticulas y los nanomateriales se resume en informes
recientes [2-4]. Debido a su uso generalizado en productos de consumo, se espera que
las nanoparticulas, como cualquier efluente de origen antropogénico, terminen en algin
medio: acudtico, terrestre y atmosférico, donde su destino y comportamiento son en gran

parte desconocidos.

Por otro lado, la nanotecnologia ha permitido grandes avances en la investigacion agricola,

como la ciencia y tecnologia reproductiva, la conversion de desechos agricolas y alimenta-
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FIGURA 1.1: Esquema general de las distintas perspectivas para estudiar el efecto de
nanoparticulas en material fotosintético como las plantas. Nanoparticulas disefiadas espe-
cificamente para una dada funcién pueden actuar como nanofertilizantes promoviendo el
crecimiento de cultivos, mientras que otras nanoparticulas provenientes de fuentes antro-
pogénicas pueden resultar contaminantes del ambiente.

Cultivo normal Cultivo nanofertilizado

rios en energia y otros subproductos titiles a través del nano-bioprocesamiento enzimatico,
la prevencién y tratamiento de enfermedades en plantas usando varios nanocidas [5, 6].
Los dispositivos a nanoescala con propiedades novedosas hacen que los sistemas agricolas
sean inteligentes. Dichos dispositivos son capaces de responder a diferentes situaciones
por si mismos, tomando las medidas correctivas adecuadas. Estos sistemas inteligentes
administran productos quimicos de una manera controlada y dirigida, similar al uso pro-
puesto de administracion de nanofiarmacos en humanos [7]. Estos sistemas de entrega
inteligentes en la agricultura deben poseer una combinacién de caracteristicas multifun-
cionales para una accién exitosa. La seguridad de la agricultura y del sistema alimentario,
los nuevos sistemas de administracion para el tratamiento de enfermedades, herramientas
para la biologia molecular y celular, y materiales para la deteccidn de patdgenos vegetales
son algunos de los vinculos nanotecnolégicos con la agricultura y la ciencia de los alimen-
tos [8]. Ademads de estos, las plantas y/o sus extractos proporcionan una ruta de sintesis
biolégica de varias nanoparticulas metalicas que es mas ecoldgica y permite una sintesis
controlada con tamafio y forma bien definidos [9]. En la siguiente seccidn se presentan
algunos de los desarrollos recientes relacionados con la aplicaciéon de nanoparticulas pa-
ra un uso mas efectivo y seguro de quimicos para plantas asi como también se revisa la

fitotoxicidad de diferentes tipos de nanoparticulas sobre plantas.
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1.2. Nanomateriales en plantas

1.2.1. Generalidades

Las plantas superiores interactian fuertemente con sus ambientes atmosféricos y terrestres
y se espera que se vean afectadas como resultado de su exposicion a las NP. La nanofito-
toxicidad es el aspecto mds ampliamente analizado en los estudios relacionados con las
interacciones entre plantas y NP (se han publicado mdas de 1500 articulos en la ultima
década), y se han observado efectos tanto dafiinos como beneficiosos en las plantas a ni-
vel fisioldgico, bioquimico y genético. [10-12]. La captacidn, translocacion y acumulacién
de NP en las plantas desempefian un papel fundamental en la determinacion de su fito-
toxicidad y también pueden influir atin méas en la seguridad alimentaria humana[12-14].
El conocimiento actual sobre los mecanismos de absorcion y translocacion de las NP en
las plantas siguen siendo muy limitado. Schwab y col. han revisado exhaustivamente las
diversas barreras fisiologicas para la absorcién y el transporte de NP en las plantas [13].
Otro aspecto importante es que las NP suelen ser inestables y pueden ocurrir transfor-
maciones abidticas o bidticas como reacciones redox, agregacion y disolucién de las NP,
alterando en gran medida la biodisponibilidad, toxicidad y destino de las mismas [11, 15,
16]. Por lo tanto, es necesario considerar todos estos factores a la hora de realizar un es-
tudio de los posibles efectos de nanoparticulas en plantas. Generalmente, en este tipo de
trabajos se suelen considerar estudios sobre germinacién de semillas, alargamiento de rai-
ces, a menudo acompafiados de otras evaluaciones sobre cambios de biomasa y estudios

anatomico-histoldgicos, utiles para evidenciar in situ sintomas de posible toxicidad.

1.2.2. Vias de Exposicion

Existen dos modos diferentes de exposicion de las plantas a las NP, la exposicién foliar y
la exposicién de las raices. El conocimiento actual sobre la absorcion foliar y las vias de
translocacion de las NP bajo exposicién foliar, se resume en el diagrama esquemadtico que
se muestra en la Fig. 1.2. La cuticula de las hojas es la primera barrera natural contra las
NP. Las hojas de las plantas superiores estan protegidas por una capa de cera para dis-
minuir la pérdida de agua y el intercambio incontrolado de otros solutos. Hay dos rutas
para la absorcion de solutos a través de la cuticula, una accesible para solutos no polares a

través de difusién y permeacion (via lipofilica) y otra para solutos polares, que ingresan a
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través de poros acuosos (via hidrofilica) con un tamafio efectivo estimado que varia entre
0,6 y 4,8 nm [17]. En consecuencia, las NP de 4,8 nm o menos, pueden penetrar directa-
mente a través de la via cuticular. Sin embargo, muchos estudios han reportado sobre la
captacion foliar y la acumulacion de NP mayores a 5 nm aunque la via por la cual estas

NP son absorbidas atin no esta clara.
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FIGURA 1.2: Diagrama esquematico de las vias de absorcion y translocacion de NP en
plantas.

Ademas de la via cuticular, algunos estudios han demostrado la captacion de sustancias
hidréfilas a través de las aberturas estomaticas (via foliar, Fig. 1.2). El tamafio morfolo-
gico de las aberturas estomaticas es de aproximadamente 25 ym de longitud y de 3 a 10
pum de ancho [17]. Sin embargo, debido a la construccién geométrica tinica y la funcién
fisioldgica de los estomas, el limite de exclusién de tamaiio real de la apertura estomatica
para la penetracion de las NP esta lejos de ser conocido. Eichert y Goldbach, utilizando
un método de célculo indirecto, estimaron que el radio de poro equivalente de esta via
era mayor de 20 nm [17]. Esta via estomadtica es la tinica via confirmada de absorcion
foliar de NP desde la superficie de la hoja hacia los tejidos internos. Numerosos estudios
apoyan esta via de absorcion de NP, incluida la observacién de varias NP o sus agregados
en los estomas de las hojas y los tejidos mas profundos de diferentes especies de plan-
tas, utilizando microscopias electrénicas (TEM) o micrografias de rayos X (u-XRF), entre
otras [11, 18, 19]. Los resultados experimentales indican que el radio de poros de la via

estomadtica estimado por Eichert y Goldbach fue una subestimaciéon. Ademads, se espera
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que las especies de plantas con diferente morfologia de hojas, tamafio y densidad de es-
tomas tengan diferentes capacidades para la absorcion foliar de NP [19]. Las NP pueden
sufrir un transporte de larga distancia a través del sistema vascular después de entrar en
el apoplasto de la hoja a través de la via estomatica (Fig. 1.2). En general, el transporte de
liquidos a larga distancia en plantas superiores se produce a través del sistema vascular,
que estd compuesto por los tejidos conductores del xilema (de raiz a brote) y el floema
(de brote a raiz). Los resultados de Wang y cols.[20], Hong y cols. [21], entre otros, apo-
yan la idea de que las NP pueden transportarse hacia arriba a través del xilema y hacia
abajo a través del floema, aunque se desconoce como se transportan las NP entre ambos
tejidos conductores. Las NP y sus productos transformados en las raices pueden exudarse

posteriormente, pudiendo influir ain mads en la comunidad microbiana de las raices.

En el entorno natural, hay muchos microorganismos capaces de secretar sustancias que
pueden inducir la disoluciéon de NP y aumentar su absorcién, o bien pueden formar una
capa mucosa que protege la superficie de las hojas contra la absorcién de NP [11]. Ade-
mas, algunas enfermedades e infecciones comunes de las hojas pueden destruir los tejidos
protectores de las hojas de la cuticula, epidermis e incluso el meséfilo, y reducir la capaci-

dad de las barreras de las hojas contra las NP.

Muchos estudios han informado que las plantas, especialmente arboles y arbustos, juegan
un papel importante en la filtracién y atrapamiento de particulas en el aire, y por lo tanto
mejoran la calidad del aire [22]. Sin embargo, ningtn estudio ha informado si las plantas
pueden filtrar y capturar NP atmosféricas y en qué medida. Como se menciond anterior-
mente, los experimentos a escala de laboratorio indican que las plantas son capaces de
capturar NP a través de sus hojas. Dado que el area de la superficie foliar global es enor-
me, aproximadamente el doble de la superficie terrestre[11], se espera que la captacion

de particulas (incluyendo NP) por el material vegetal sea muy importante.

Finalmente, el otro método de exposicion de las plantas a las NP es la exposicion de raices,
el cual es mas popular en los trabajos cientificos debido a la facilidad de su implementacion
en un cultivo hidropdnico. Sin embargo, se han obtenido algunos resultados contradicto-

rios y el tema de la absorcion de NP esta via sigue siendo controvertido [11, 23, 24]. Este
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fue uno de los principales motivos por los cuales en este trabajo de tesis se expusieron las
plantas a NP a través de las hojas. Otra cuestion importante es la posibilidad no deseada
de transformacion quimica de las NP en su transporte desde las raices hasta las hojas,

lugar donde se realizaron las determinaciones espectroscépicas y fotofisicas.

1.2.3. Fitotoxicidad de nanoparticulas en plantas

La mayoria de los estudios centrados en la toxicidad de nanoparticulas registran el por-
centaje de germinacion, elongacion de las raices, la biomasa y el nimero de hojas [4, 25].
Al interactuar con las plantas, las NP inducen varios cambios morfolégicos y fisiolégicos,
seguin sus propiedades especificas y su concentracion. Hay una gran variedad de informes
disponibles que muestran tanto efectos positivos como negativos de las NP en plantas [3,
26]. Las NP pueden tener efectos negativos sustanciales, como la reduccion de la germi-
nacion de las semillas y la supresion del alargamiento de las plantas, e incluso pueden
provocar la muerte de las plantas. Usualmente en estos trabajos se han estudiado un am-
plio rango de concentraciones de NP con el objetivo de encontrar la concentracion toxica
minima. A continuacion se resume brevemente el impacto de las NP a distintos niveles en

las plantas.

Un ejemplo de los efectos fitotdxicos de las NP se presenta en el trabajo de Yang y cols.,
[3] donde se ha estudiado la nanotoxicidad por exposicién a nanotubos de carbono de
pared simple, NP de ZnO, NP de Ag y NP de Fe, sobre especies de plantas como soja, maiz,
trigo, raigras y cebada. En ellos, varios aspectos del crecimiento de las plantas se vieron
negativamente afectados incluida la germinacion de semillas, la longitud de los brotes, la
biomasa y la expresién genética [4]. Otro ejemplo es el trabajo de Nair y Chung [47] que
demostraron el efecto fitotoxico de las NP de plata y concluyeron que con la exposicién
a una concentracién de 0.5 mg - L~! de estas NP, la biomasa de raices y brotes disminuyé
significativamente, y a mayor concentracién también afecté el area foliar y el contenido
de pigmentos. En otro estudio, se ha demostrado que las NP de ZnO en concentraciones
de 2000 mg - L~! inhiben el alargamiento de las raices en maiz y arroz [48]. Del mismo
modo, Xiang y colaboradores observaron que las NP de ZnO no afectaron las tasas de ger-
minacién a concentraciones menores a 80 mg - L~!, pero inhibieron significativamente la

elongacion de raices y brotes de las plantulas de col China. Tanto la produccién de grupos
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TABLA 1.1: Impacto de las nanoparticulas en plantas a nivel morfoldgico, fisioldgico y
genético.

Impacto Nanoparticula
Morfolégico
Reduce biomasa Fe;03 [27], ZnO [23], MWCNT [28],

Germinacion retardada o inhibida

Elongacidon de raiz reducida

Cu[28], Si [29]
Ag [30], Si [28], Al [31]

CuO [32], SiO3 [25], FesO4 [25], ZnO [33],
Cu [34], Al [31], Zn [31]

Fisiolégico - Bioquimico

Generacion de ROS y estrés oxidati-
Vo

Dafio oxidativo
Alteracién de regulacién génica

Mitosis interrumpida

MWCNT [35], CuO [32], Ag [36], ZnO [37],
Al,O3 [38], TiO5 [39], QDots [40]

CuO [32], Au [41], Al,O3 [38]
SWCNT [42], Ag [36],
Ag [43]

Genético

Darilo estructural al ADN TiO5 [44, 45], CeO4 [33]

Fragmentacién y aberracion croma- Ag [43], TiO, [44, 45]

tica

Alteracion expresion génica MWCNT [46], Ag [36]

hidroxilo libres como la bioacumulacién de Zn en raices o brotes, son los responsables de
la toxicidad de las NP de ZnO para las plantulas de col China [49]. Por ultimo, Landa y
colaboradores estudiaron el efecto de la exposicién a 100mg - L~ de NP de ZnO sobre
la expresién génica en Arabidopsis thaliana. Observaron induccién de genes asociados a
estrés y disminucion en la regulacién de genes asociados a la organizacién celular y la

biogénesis [50].

Hay una gran variedad de ejemplos como los anteriores en literatura y en resumen, el efec-
to que puedan tener las NP sobre las plantas es dificil de predecir ya que depende no solo
de las propiedades particulares de las nanoparticulas en cuestiéon (tamafio, carga superfi-
cial, porosidad, reactividad quimica, revestimiento superficial, propiedades dpticas, etc.)

sino también de las caracteristicas particulares de la planta (morfoldgicas y fisioldgicas),
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el método de exposicidn, caracteristicas del entorno y la concentraciéon de NP [4, 51]. Si
bien una variedad de nanomateriales provocan efectos téxicos, muchos otros actian como
reguladores del crecimiento induciendo un aumento significativo de la biomasa e incluso
favorecen el desarrollo y el crecimiento, presagiando asi sus aplicaciones en la agricultura
como nanofertilizantes. Con el reciente énfasis en la nanotoxicologia, los investigadores
comenzaron a centrarse en como estas nanoparticulas ingresan a las células vegetales y se
distribuyen en diferentes partes, cémo afectan el crecimiento o el rendimiento, pero aun
no se conocen los modos de accién asociados en la mayoria de los casos [4]. Asimismo, si
bien una gran cantidad de estudios han indicado que las nanoparticulas pueden trasladar-
se a través del xilema (movimiento ascendente) y el floema (movimiento descendente), no
se ha dilucidado como atraviesan la gruesa membrana celular vegetal, o si utilizan algunos
transportadores o canales. A partir de la lectura de la literatura, parece que la mayor parte
de los estudios se llevaron a cabo en instalaciones hidropodnicas o involucraron respuestas
de germinacion de semillas que no reflejan verdaderamente las condiciones ambientales.
Dado que las investigaciones apuntan a la movilidad de las nanoparticulas a través de la
raiz, el tallo, las hojas y los frutos en las especies de cultivos, existe la posibilidad de que los
nanomateriales se transfieran a diferentes niveles tréficos [28]. Claramente, es necesario

trabajar mas para dilucidar los efectos ecotoxicoldgicos de la exposicion a nanoparticulas.

1.2.4. Nanoparticulas en la Industria agricola

La nanotecnologia ofrece un papel importante en la mejora de las técnicas existentes en
la agricultura. Los agroquimicos se aplican convencionalmente a los cultivos mediante
pulverizacion y/o difusion. Por lo general, solo una concentracién muy baja de produc-
to quimico, muy por debajo de la concentracién minima efectiva requerida, llega al sitio
de destino de los cultivos debido a problemas como la lixiviacidn, degradacion por calor,
hidrdlisis y por degradacion microbiana. Por lo tanto, la aplicacién reiterada es necesaria
para tener un control efectivo sobre los posibles efectos desfavorables como la contami-
nacion del suelo y el agua. Los agroquimicos nanoencapsulados deben disefiarse de tal
manera que posean todas las propiedades tales como concentracion efectiva (con alta so-
lubilidad, estabilidad y efectividad), liberaciéon controlada en el tiempo en respuesta a
ciertos estimulos, actividad dirigida mejorada, baja ecotoxicidad, y un modo de adminis-

tracién sencillo, evitando asi la aplicacién reiterada [5, 52-54].
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Los nanomateriales con un potencial uso en la agricultura se pueden clasificar primera-
mente en dos grandes grupos: nanoparticulas y compuestos activos encapsulados o combi-
nados con un nanomaterial. Dentro del primer grupo se encuentran las nanoparticulas que
por su composicion quimica y/o funcionalizacién superficial poseen algin tipo de efecto
sobre el cultivo. Estos nanomateriales incluyen fertilizantes o estimulantes del crecimiento
de plantas, agentes bactericidas, fungicidas, pesticidas y biosensores de agroquimicos. En
la Tabla 1.2 se resumen las aplicaciones principales de las nanoparticulas en la industria

agricola y se muestran algunos ejemplos de nanoparticulas para cada aplicacion.

TABLA 1.2: Diferentes tipos de nanoparticulas y su aplicacién en agricultura.

Aplicacién Nanoparticulas

Proteccion de cultivos

Bactericida Ag [55-57], Mg [58], TiO2 [59], ZnO [60]
Fungicida Ag [61-63], Cu [57, 64], CeO, [65], Si [66], C [67]
Pesticida Ag [68], CuO [69], Ni [70]

Tratamiento de semillas

Aumento de germinacion Fe [71], Co [71], Cu [71], Fe;03 [72], SiOy [73]
Proteccion de semillas Ag [74]

Biosensores

Deteccién de herbicidas C (MWCNT) [75], Grafeno [76], Au [77], Ag [78]
Deteccidn de organofosfatos  Au [79]

Deteccion de paratién Au [79], ZrO4 [80], TiO4 [81], C (SWCNT)[82]
Deteccién de clorpirifos C (SWCNT) [82]

Fertilizacion

Crecimiento y biomasa Ag [83], CeO5 [84, 85], C (MWCNT) [86]
Floracién y semillas ZnO [87]

Las aplicaciones potenciales del segundo grupo de nanoparticulas, aquellas utilizadas pa-
ra el transporte de otros agentes quimicos, son: suministro de pesticidas encapsulados en
nanomateriales para liberacién controlada; estabilizacion de bioplaguicidas con nanoma-
teriales; liberacién lenta de fertilizantes, biofertilizantes y micronutrientes asistidos por

nanomateriales para un uso eficiente y entrega de material genético para la mejora de cul-
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tivos a través de nanoparticulas. Si bien las aplicaciones de este segundo grupo son muy
interesantes, este trabajo de tesis se centra en la primer categoria: nanoparticulas simples

con una accion directa en las propiedades fotosintéticas de las plantas.

A continuacion se presentan mas detalles de algunos ejemplos sefialados en la Tabla 1.2. El
tratamiento de semillas de Triticum aestivum L.(trigo) con nanoparticulas de plata (con-
centraciones entre 0.01mg-L~! a 10mg - L™!) dio como resultado un incremento en el
porcentaje de germinacion, un aumento en el peso seco de brotes y raices, aumento del
rendimiento de semillas (menor abscisién), mayor ntimero de hojas, mayor altura de la
planta, mayor largo y ancho de la hoja y aumenté el peso seco de la planta [53]. Se ob-
servaron resultados similares para semillas de Borago officinalis (borraja)[88], Brassica
juncea (mostaza)[89], Raphanus sativus (rdbano)[90] y Arabidopsis (planta modelo pa-
ra investigacion)[91], donde ademas se observé promocion del crecimiento de la planta,
desarrollo del cloroplasto y el metabolismo de carbohidratos. Un ejemplo de nanoparti-
culas con efecto insecticida se encuentra en las de niquel, que a concentraciones de ~
5mg - L~! resultaron activas contra las larvas de dos especies de garrapatas del ganado
(Rhipicephalus microplus y Hyalomma anatolicum), asi como contra tres especies de mos-
quitos (Anopheles subpictus, Culex quinquefasciatus y Culex gelidus). La actividad pesticida
de las nanoparticulas fue aproximadamente 2 veces mayor que la de los complejos de Ni-
hidracina a partir de los cuales se sintetizaron las nanoparticulas [70]. Por ultimo, segin
el estudio realizado por Srivastava y Rao, los nanotubos de carbono de paredes muiltiples
(MWCNT) funcionalizados pudieron penetrar el recubrimiento de la semilla y mejorar la
absorcion de agua creando nuevos poros. Los resultados sugirieron que el crecimiento de
raices y brotes se increment6 junto con la biomasa y el niimero de hojas en comparacion
con las muestras controladas. El estudio también destacé que una baja dosis de nanotubos

promovio el crecimiento del maiz, ajo, mani y trigo [86].

En el escenario agricola actual, el uso extensivo de agroquimicos para impulsar la pro-
duccién agricola ha contaminado tanto la capa superficial del suelo como también las
aguas subterraneas. Para aumentar la productividad agricola teniendo en cuenta el da-
flo al ecosistema es necesario considerar nuevos enfoques. Actualmente se encuentran en

desarrollo diversas aplicaciones prometedoras en las dreas de suministro de pesticidas,
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bioplaguicidas, fertilizantes y material genético para la transformacién de plantas [92].
Se espera que el uso de nanomateriales para el suministro de pesticidas y fertilizantes
reduzca la dosis y asegure una entrega lenta controlada [52]. Una de las principales con-
tribuciones previstas es la aplicacién de nanoparticulas para estabilizar preparaciones de
biocontrol que contribuirdn en gran medida a reducir el riesgo medioambiental [93]. La
nanotecnologia, al explotar las propiedades unicas de los nanomateriales, ha desarrolla-
do nanosensores capaces de detectar patégenos en niveles tan bajos como partes por mil
millones. Ademas de la deteccién, la nanotecnologia también tiene soluciones para degra-
dar los productos quimicos persistentes en componentes inofensivos y, en ciertos casos,
utiles [54]. Las herramientas de la nanotecnologia se pueden emplear para abordar los
problemas urgentes de la proteccién ambiental y la contaminacién. En sintesis, los nano-
materiales tienen un gran potencial para mejorar la productividad agricola. Sin embargo,
el destino, el transporte y el riesgo ambiental de las nanoparticulas deben evaluarse criti-

camente para garantizar su uso seguro en la agricultura [8].

1.3. Motivacion

Los avances en la ciencia y la tecnologia de los nanomateriales han dado como resultado
su presencia ubicua. Utilizamos nanomateriales en nuestros hogares e industrias a dia-
rio, y podemos encontrarlos en la naturaleza como contaminantes en el suelo, el agua y
las plantas [94, 95]. Los nanomateriales se utilizan actualmente en numerosos productos
comerciales y procesos industriales [96]. Las NP pueden afectar la salud de las plantas,
provocando efectos agudos y crénicos como se ha comentado en la Subseccién 1.2.3. En
contraste, los efectos positivos de varias NP sobre diferentes pardmetros fotosintéticos,
crecimiento y desarrollo se reportaron en varias especies de plantas [83, 84, 86] como
se resumio en la Subseccion 1.2.4. Sin embargo, la literatura reciente contiene resultados
variables y a menudo contradictorios sobre los efectos de un tipo especifico de nanopar-
ticula en concentraciones similares en diferentes especies de plantas, y los mecanismos
subyacentes siguen siendo desconocidos [95]. Por lo tanto, se necesitan mds estudios pa-
ra esclarecer los efectos de la interaccién entre las NP y las plantas, especialmente en lo
que respecta al desempeiio fotosintético y fisioldégico a nivel estructural que sustentan la

eficiencia de la transformacion energética [4, 5, 8]. Sin embargo, estos estudios adicio-
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nales deben basarse en una evaluacién critica de la informacion disponible para orientar
los estudios mecanicistas a comprender los fundamentos fisicoquimicos de las interaccio-
nes NP-planta. Paralelamente, estos estudios adicionales deben realizarse bajo condiciones

mas realistas de exposiciéon y dosaje de NP.

En particular, el estudio de la accidn reciproca de nanoparticulas en organismos fotosinté-
ticos es relevante tanto en relacién a los posibles efectos nocivos sobre las plantas (fitotoxi-
cidad), como a la posibilidad de disefiar nanomateriales con aplicaciones en la agricultura
desde fertilizacién hasta el desarrollo de biosensores [97]. Las plantas son la base tanto
del ecosistema como de la cadena alimentaria, y estan sometidas continuamente a mate-
riales liberados y acumulados en el medio ambiente por la actividad antropogénica, por
lo que es crucial probar los efectos de las NP en ellos, especialmente en sus pigmentos
fotosintéticos [98, 99]. Las nanoparticulas metdlicas y las nanoparticulas fluorescentes
son candidatos atractivos para este estudio debido a su riqueza en propiedades dpticas
especiales [100].

Otra cuestion importante es la metodologia a seguir para dilucidar el efecto de las NP
en las plantas. Como se comentd previamente, la mayoria de los trabajos estudian la
fitotoxicidad de las NP prestando atencién a las caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas
de las plantas. En contraste, un reducido grupo de publicaciones estudian el efecto de las
NP en la salud y la fotosintesis de las plantas desde una perspectiva fisicoquimica. En ese
sentido, la medicion de la fluorescencia de clorofila a es uno de los métodos mas utilizados
para sondear la fotosintesis. La fluorescencia de la clorofila a es una técnica confiable, no
invasiva y no destructiva para la evaluacion del transporte de electrones y los procesos
fotosintéticos relacionados [101, 102]. El comportamiento espectroscopico y fotofisico
(especialmente la fluorescencia) de la clorofila a se ha utilizado ampliamente como una
herramienta para el monitoreo de la salud de las plantas y para obtener informacién sobre
la fotosintesis y las condiciones de estrés.[103-105] Diversas técnicas utilizan de base la
emision de la clorofila a de las hojas y revisaremos en detalle cada una de ellas en el

Capitulo 2.
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1.4. Objetivos

Teniendo en cuenta estas vacancias en la literatura, el objetivo general de este trabajo es
estudiar la variacion en las propiedades 6pticas, espectroscopicas y fotoquimicas del mate-
rial fotosintético cuando este interactda con nanoparticulas. En particular, se planeé llevar
a cabo este estudio para tres niveles de interaccién entre el vegetal y la nanoparticula: i)
nanoparticulas inoculadas sobre hojas, ii) nanoparticulas combinadas con cloroplastos en
suspension, iii) nanoparticulas y pigmentos fotosintéticos en medio homogéneo.

Estos objetivos especificos se encuadran dentro de objetivos mas generales como son la
evaluacién de la toxicidad de nanoparticulas en medios acuosos hacia vegetales, el estudio
a nivel fisicoquimico de la variacion de las propiedades de absorcion de luz y transferencia
de energia en el sistema nanoparticula- material fotosintético y la potencial aplicaciéon de
estos materiales en la agricultura como agentes fertilizantes o promotores del crecimiento,

entre otros.

1.5. Descripcion del trabajo

Con el objetivo de abarcar un abanico de nanoparticulas con propiedades y caracteristicas
distintas, se decidi6 utilizar nanoparticulas metalicas, nanoparticulas de 6xido metélico
y nanoparticulas no metélicas. Como representante de las nanoparticulas metalicas se
utilizaron nanoparticulas de oro (NpAu) las cuales poseen una caracteristica absorcion
plasmonica en la region visible del espectro electromagnético, por lo cual resulta intere-
sante estudiar el efecto de este plasmon en la fotoquimica de hojas y cloroplastos. Luego,
las nanoparticulas de magnetita (Np—Fe304) representan al grupo de nanoparticulas de
oxidos metalicos y al igual que otros semiconductores no presentan absorcion en el visible
pero poseen una intensa magnetizacion. Por ultimo, como nanoparticulas no metdlicas se
utilizaron nanoparticulas de carbono sintetizadas a partir de negro de humo microparti-
culado y nanoparticulas de grafeno sintetizadas a partir de sacarosa. La diferencia entre
ambas no solo radica en su composicion quimica asociada a los materiales de proceden-
cia, sino también en sus propiedades Opticas, ya que si bien ambas NP son fluorescentes

poseen caracteristicas espectroscépicas distintivas.
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1.6. Organizacion de la tesis

En el Capitulo 1 se presenta una introduccién general relacionada con los antecedentes
cientificos en el tema de las interacciones NP-material vegetal y los intereses de su estu-
dio tanto en el drea ambiental como en la de produccion agricola. En el Capitulo 2 se
desarrollan los fundamentos tedricos que relacionan la fluorescencia de clorofila a con la
fotosintesis. En el Capitulo 3 se muestran los métodos experimentales utilizados a lo largo
de todo el trabajo de tesis. El Capitulo 4 contiene el estudio exhaustivo de la respuesta
de plantas sometidas a estrés luminico. En el Capitulo 5 se discuten los efectos de la pre-
sencia de nanoparticulas de oro en las propiedades fotofisicas y fotosintéticas de hojas y
cloroplastos. De forma similar el Capitulo 6 revisa los efectos de aplicar nanoparticulas de
magnetita en hojas y el Capitulo 7 el efecto comparativo de la presencia de nanoparticulas
de carbono de dos origenes y composicién diferente en las propiedades fotosintéticas de
las plantas. Por ultimo, en el Capitulo 8 se resumen las conclusiones generales de esta

tesis.
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CAPITULO

Fluorescencia de clorofila a y

fotosintesis

En este capitulo, describiremos los principios y el uso de un método no destructivo im-
portante y ampliamente utilizado para sondear la fotosintesis, en hojas y tejidos vegetales
fotosintéticos similares como las algas: la fluorescencia de clorofila a. La medicién de la
fluorescencia de clorofila a proporciona informacién sobre el funcionamiento y la regu-
lacion del fotosistema II (PSII), en particular, sobre la eficiencia del uso de la luz, del
transporte de electrones y de los procesos de disipacion no fotoquimica, que dan como
resultado el quenching no fotoquimico (NPQ) de la fluorescencia de la clorofila [1]. Es
un método relativamente simple de aplicar, y el equipo requerido es relativamente eco-
nomico, pero se deben tener ciertos cuidados respecto al desarrollo experimental y la
interpretacion de los resultados. El registro de la fluorescencia de clorofila a se ha vuelto
extensamente utilizado no solo en la investigacion de la fotosintesis sino como una he-
rramienta general en el estudio de la fisiologia ambiental de las plantas. Se ha empleado
en una amplia gama de escalas de medicion, que van desde los cloroplastos y hojas hasta
nivel de cultivo y doseles arbdreos. Actualmente, existen proyectos para su medicién uti-

lizando drones y satélites[2].

Para ello primero revisaremos cuestiones generales y relevantes sobre la fotosintesis, trans-
porte de electrones fotosintéticos, morfologia y estructura de la hoja y cloroplastos, entre
otros, para un mejor entendimiento de las técnicas de fluorescencia de clorofila a y la

interpretacion de los pardmetros derivados de cada una de ellas.
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2.1. Fotosintesis

Los seres vivos acceden a la energia que requieren para subsistir descomponiendo mo-
léculas de carbohidratos durante el proceso de respiracion celular. Las plantas producen
carbohidratos durante la fotosintesis. Aunque la energia se puede almacenar en moléculas
como el ATP, los carbohidratos (y los lipidos, que también pueden ingresar a la respiracion
celular como fuente de energia) son depdsitos de energia quimica mucho mads estables y
eficientes. Los organismos fotosintéticos también llevan a cabo las reacciones de la res-
piracion para recolectar la energia que han almacenado en los carbohidratos durante la
fotosintesis[3]. La reaccion general de la fotosintesis, indicada a continuacion, es la inver-

sa de la reaccién general para la respiracion celular.

6 COy (g) + 6 HyO (1) — CsH1206 (s) +6 O (g) 2.1

La fotosintesis produce oxigeno como subproducto y la respiracién produce didxido de
carbono. En la naturaleza, no existe el desperdicio. E1 CO2 no es més que una forma de
desecho producido por la respiracion asi como el oxigeno es un producto de desecho de
la fotosintesis. Ambos son subproductos de reacciones que intervienen en otros procesos.
La fotosintesis absorbe energia de la luz solar para formar carbohidratos en los cloro-
plastos, y la respiracidn celular aerdbica libera esa energia almacenada mediante el uso
de oxigeno para descomponer los carbohidratos. Ambos compuestos utilizan cadenas de
transporte de electrones para generar la energia necesaria para impulsar otras reacciones.
La fotosintesis y la respiracién celular funcionan en un ciclo biolégico, lo que permite a los
organismos acceder a la energia vital que se origina a millones de kildmetros de distancia

en una estrella[4].

Hay dos partes béasicas de la fotosintesis: las reacciones dependientes de la luz y las reac-
ciones independientes de la luz (también conocidas como ciclo de Calvin). Durante las
primeras, la energia de la luz solar se almacena en moléculas portadoras de energia. Estas
moléculas portadoras de energia se utilizan para impulsar las reacciones del ciclo de Cal-

vin, donde las moléculas de CO; se unen para producir carbohidratos como la glucosa.
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En las plantas, la luz destinada a impulsar el proceso fotosintético es absorbida por dos
tipos principales de pigmentos: clorofilas y carotenoides, que son moléculas croméforas
sensibles a la radiacién luminosa y genéricamente llamadas pigmentos fotosintéticos. Es-
tos pigmentos no estan libres en el aparato fotosintético, sino que se encuentran unidos
no covalentemente dentro de las proteinas fotosintéticas formando complejos pigmento-

proteina.

2.1.1. Estructura de la hoja y el cloroplasto

En las plantas, la fotosintesis tiene lugar principalmente en las hojas, que constan de mu-
chas capas de células, en las cuales las caras inferior y superior estan bien diferenciadas.
La cara superior es la cara adaxial y la inferior abaxial. El proceso de fotosintesis no ocu-
rre en las capas superficiales de la hoja, sino en una capa intermedia llamada meséfilo
(Fig. 2.1). El intercambio de gases de diéxido de carbono y oxigeno se produce a través

de pequefias aberturas reguladas llamadas estomas en la superficie de la hoja.
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FIGURA 2.1: Estructuras vegetales que contienen el aparato fotosintético: hojas, tejido
foliar (corte de hoja), cloroplasto y tilacoides.

En eucariotas, la fotosintesis tiene lugar dentro de un organulo llamado cloroplasto. En
las plantas, existen células que contienen cloroplastos en el mesoéfilo. Los cloroplastos es-

tadn rodeados por una doble membrana. Dentro del cloroplasto hay una tercera membrana
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que forma estructuras apiladas en forma de disco llamadas tilacoides. Incrustados en la
membrana tilacoide hay complejos proteina-pigmentos a través de los cuales comienza el
proceso fotosintético. La clorofila es responsable del color verde de las plantas. La mem-
brana tilacoide encierra un espacio interno llamado lumen o espacio tilacoide. Otros tipos
de pigmentos también participan en la fotosintesis, pero la clorofila es, por mucho, la mas
importante. Como se muestra en la Fig. 2.1, una pila de tilacoides se llama grana o lamelas
grana, y el espacio que rodea la grana se llama estroma. El estroma es la matriz acuosa
principal del cloroplasto, ocupa el mayor volumen y puede ser considerado andlogo al
citosol de una célula. Esta estructura del cloroplasto permite que tenga lugar el proceso

de fotosintesis[5].

2.1.2. Reacciones dependientes de la luz

Las reacciones dependientes de la luz tienen lugar en la membrana tilacoide, donde la
clorofila absorbe energia de la luz solar y luego la convierte en energia quimica oxidando
agua para ello. Las reacciones dependientes de la luz liberan oxigeno como subproducto
a medida que el agua se oxida. En el ciclo de Calvin, que tiene lugar en el estroma, la
energia quimica derivada de las reacciones dependientes de la luz impulsa tanto la captu-
ra de carbono en las moléculas de didxido de carbono como el posterior ensamblaje de las

moléculas de azucar.

La primera fase es el proceso de conversion de energia luminosa en energia electroquimica
que ocurre en los fotosistemas dentro de las membranas tilacoides. Ambos fotosistemas
tienen la misma estructura bdsica: varias proteinas de antena que rodean el centro de
reaccion donde tiene lugar la fotoquimica. Los dos centros de reaccién parecen haber evo-
lucionado para que puedan generar el potencial de oxidacidon extremadamente positivo
necesario para dividir el agua, sin sacrificar el potencial reductor generado en el otro lado
de la membrana. En ambos centros de reaccion, una extensa red de moléculas de pigmen-
tos, principalmente clorofila, que se utilizan para capturar la luz, estd alojada en el mismo
complejo que los cofactores de transferencia de electrones y, por lo tanto, estos complejos
se denominan fotosistemas. Los dos fotosistemas se denominan mas correctamente oxido-

rreductasas impulsadas por la luz, y se los conoce usualmente como Fotosistema I (PSI) y
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Fotosistema II (PSII).

Las reacciones dependientes de la luz inician con la absorcién de la luz en los complejos
pigmento-proteina (LHC, Light Harvesting Complexes), y continta con la canalizacién de
los excitones hacia los centros de reaccion de los fotosistemas (RC), donde la energia se
transforma en una corriente de electrones y protones entre moléculas oxidorreductoras.
Los complejos pigmento-proteina denominados resumidamente como antenas, son las en-
tidades donde ocurre la absorcion de la luz. Cada fotosistema contiene multiples proteinas
de antena que incluyen una mezcla de 300 a 400 moléculas de clorofila a y b, asi como
otros pigmentos como los carotenoides incluyendo las xantofilas. Los centros de reaccion
de los fotosistemas contienen un par especial de moléculas de clorofila a. El centro de
reaccion del PSI se llama Py y el del PSII, Pggp, debido a que el PSI posee un maximo de

absorcién a 700 nm y el PSII a 680 nm.

Ademas de los fotosistemas, el complejo proteico de membrana citocromo bgf y las protei-
nas solubles plastocianina, ferredoxina y ferredoxina-NADP™* reductasa (FNR) participan
en la transferencia de electrones en la fotosintesis oxigénica. El gradiente de protones ge-
nerado por estas enzimas es utilizado luego por la ATP sintasa para fosforilar el ADP. Las
reacciones de oxidorreducciéon producen entonces, en ultimo término, dos biomoléculas
estables (NADPH y ATP) que se van acumulando y proporcionan poder de reduccién (el
NADPH) y poder de enlace (el ATP), necesarios para la siguiente fase. Estos componentes
se muestran en la Fig. 2.2, junto con una representacion esquemadtica de la ruta de trans-

ferencia de electrones general.

La via de transferencia de electrones que se muestra en la Fig. 2.2 es impulsada por la se-
paracion de carga inducida por la luz en los dos fotosistemas. El primero de estos sistemas
es PSII, que se muestra a la izquierda de la figura. En PSII, el catién radical generado por
la separacién de carga extrae electrones de un cluster de manganeso ubicado en el lado
del lumen de la membrana. Después de cuatro ciclos del PSII, el complejo de manganeso
puede eliminar cuatro electrones de dos moléculas de agua para producir oxigeno mole-
cular y cuatro protones. En el lado estromal, cada cuatro ciclos del complejo se reducen

dos moléculas de plastoquinona a plastoquinol. A continuacidn, el plastoquinol se reoxida
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hv

Estroma

4 nm

Lumen

3H
2H,0 O,+4H"

Fotosistema Il Citocromo bf Fotosistema | ATP sintasa

FIGURA 2.2: Representacion esquemadtica y estructura de los componentes de transferen-
cia de electrones de la membrana tilacoide. También se muestra la ruta general del flujo
de electrones y protones a través del sistema. Editada y traducida de Govindjee y cols.[6]
Copyright (2010), con permiso de Wiley.

a plastoquinona en el complejo citocromo bef. Los electrones y protones liberados en este
proceso se transfieren al lado estromal de la membrana. Los electrones reducen la pro-
teina plastocianina soluble, mientras que los dos protones se liberan en el estroma. En el
segundo fotosistema, PSI, el catién radical generado por la separacion de carga inducida
por la luz reoxida la plastocianina reducida. Los electrones transferidos a través de PSI
reducen la ferredoxina, que es una proteina soluble ubicada en el estroma. Luego, la fe-
rredoxina es reoxidada por ferredoxina-NADP™* reductasa (FNR), que convierte NADP* en
NADPH. La oxidacion del agua en PSII y la conversidon de plastoquinona en plastoquinol
y viceversa conducen a la acumulacién de protones en el lumen, lo que crea un gradiente
de protones a través de la membrana tilacoide. El transporte ciclico de electrones, en el
que la ferredoxina reducida pasa electrones al citocromo bgf, también puede contribuir a
establecer una diferencia en la concentracion de protones a través de la membrana. Este
gradiente de protones se utiliza para impulsar la enzima ATP sintasa que se muestra a la

derecha, que convierte ADP en ATP en el lado estromal de la membrana.

En la segunda fase de la fotosintesis se produce toda una serie de reacciones de asimila-
cion de elementos necesarios para la construccion de biomoléculas. El elemento esencial
y predominante en la materia organica es el carbono. En la primera fase de la fotosintesis,
el carbono se toma del diéxido de carbono (CO-) del aire. Luego, en la fase independiente

de la luz, en el Ciclo de Calvin, se utilizan el ATP y NADPH producidos en la primer etapa
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para producir carbohidratos[3].

2.1.3. Esquema Z

La elucidacién del mecanismo general de la fotosintesis descrito anteriormente es el pro-
ducto de muchos afios de intensa investigacién. Inicialmente, el enfoque de la mayor
parte de este trabajo fue determinar la naturaleza de las reacciones inducidas por la luz y
su energia. En 1960, Hill y Bendall[7] presentaron una hipdtesis que sugeria que estaban
involucrados dos pasos inducidos por la luz y mostraron un diagrama en el que la energia
se trazaba a lo largo del eje horizontal. Debido a que las dos reacciones en este diagrama
se parecian a la letra Z, se conocié como el esquema Z. Ahora se dibuja de acuerdo con
la convencién mas habitual de la energia como eje vertical, y se han agregado muchos
detalles de las reacciones de transferencia de electrones[8, 9]. Este esquema se muestra
en la Fig. 2.3. El eje vertical en la figura indica el punto medio del potencial de oxidaciéon
o reduccién para las diversas especies. Los dos pasos verticales indican la absorcion de luz
por PSI y PSIL, y es evidente que los potenciales de punto medio de los dos fotosistemas
se desplazan ~ 0,8 V entre si. Debido a este cambio, PSII puede usar fotones de 680 nm
para generar un potencial oxidante de ~ + 1.2V (para Peso™ / Psso), mientras que PSI usa
fotones de energia similar (700 nm) para producir un potencial reductor final de ~ - 0.7
V, el cual se utiliza para reducir NADP* en NADPH [10]. Los diversos pasos posteriores a
la absorcién de luz por PSI y PSII se refieren a la transferencia de electrones a lo largo de
la cadena de aceptores en los dos sistemas. Aqui, nos centraremos en los detalles de estas
reacciones de transferencia de electrones. La transferencia de electrones en el complejo
citocromo bgf también es un proceso de varios pasos, pero estos pasos no se muestran en

la Fig. 2.3[11].

2.1.4. Ciclo de las xantofilas

El ciclo de las xantdfilas es uno de los mecanismos de fotoproteccién mas importantes en
los organismos fotosintéticos [12-14]. El ciclo de las xantdfilas protege a los componentes
celulares de la sobreexcitacion de los pigmentos fotosintéticos y la sobre-reduccion de la

ETC que puede conducir a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). De es-
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FIGURA 2.3: Esquema Z simplificado para el flujo de electrones fotosintéticos. Se indican
los tiempos de vida aproximados y potenciales redox para los cofactores, segun fue repor-
tado en bibliografia[8]. En cada antena (LHC) se representa como una linea de puntos
una posible ruta para un excitén atrapado que produce Pggo* 0 P7gp*, segin corresponda.

te modo previene los dafios potenciales que resultan principalmente del estrés oxidativo
generado por las ROS, siendo el objetivo principal del fotodafio la proteina PsbA(D1) del
PSIL. El ciclo de las xantoéfilas permite la disipacion segura del exceso de energia de exci-
tacion como calor, en los complejos antena de captacién de luz (LHC) del PSII. Debido a
que este proceso se refleja en los cambios de fluorescencia de la clorofila a, comtinmente
se evalua a través del NPQ[15]. El componente principal del NPQ que estd relacionado
con el ciclo de las xantdfilas es qg, que corresponde al quenching dependiente de energia

y es el componente principal del NPQ[16, 17].

La fotoinhibiciéon se ha considerado por mucho tiempo como el proceso que provoca dafios
en el aparato fotosintético, aunque recientemente se cree que es mas un proceso de regu-
lacién en el que disminuye considerablemente la fotosintesis sin que realmente llegue a
observarse un dafio directo en las estructuras fotosintéticas. En el momento en que el apa-
rato fotosintético se encuentra inactivo por alguna causa, la energia que en condiciones
normales podria ser utilizada en la fotosintesis, resulta excesiva y se produce la fotoinhi-

bicion.

Existen dos variantes del ciclo, el de la violaxantina (V), que es el mds comun, y se da en

las plantas superiores v, el ciclo de la diadinoxantina en algunos tipos de algas (Adamska,
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1997). El ciclo de la violaxantina consta de dos pasos de des-epoxidacién en los que V se
convierte secuencialmente en anteraxantina (Ax) y zeaxantina (Zx). Los procesos de foto-
proteccién acttian disipando la energia de excitacion que llega al LHC del PSII y de forma
que no se puede utilizar en las reacciones fotoquimicas. Mientras la energia absorbida
por la antena no es excesiva, es decir, puede ser utilizada en la fotosintesis, el pigmento
predominante en el ciclo es V. Cuando la energia absorbida por la antena resulta excesiva,
bien por un aumento de la intensidad de radiacién o porque el aparato fotosintético haya
sufrido algtin cambio y no esté operativo completamente, el pH del lumen disminuye has-
ta 5 (valor éptimo de la enzima violaxantina desepoxidasa), produciéndose la conversién
de V en Ax y posteriormente en Zx. Se ha sugerido que ambos pigmentos, Zx y Ax, actian
como intermediarios en el proceso de fotoproteccion del aparato fotosintético[18]. Cuan-
do las condiciones se vuelven favorables y la energia recibida no excede a la que puede ser
utilizada en la fotosintesis, la Zx vuelve a convertirse en Ax y V por la accidon de la enzima

zeaxantina oxidasa[19].

2.1.5. Fotoquimica primaria de la cadena de transporte electronico

La cadena de transporte de electrones fotosintética (ETC, por sus siglas en inglés) co-
mienza cuando los fotones se absorben en LHC-II (complejo de recoleccion de luz LHC
del PSII). La absorcién de luz azul por parte de la clorofila genera el estado excitado Sa,
que rapidamente decae a S; por conversion interna, mientras que la absorcién de luz roja
genera el estado S; (Fig. 2.4). S; puede decaer a Sy por fluorescencia o por conversién
interna. En LHC-II, los pigmentos en estado excitado transfieren energia por resonancia
de Forster (FRET) de manera eficiente hasta que se alcanza un par especial de moléculas
de clorofila a en el centro de reaccién (Pggg). A diferencia de las moléculas de clorofila en
el LHC-II, Pggo™ puede transferir energia al reducir un aceptor de electrones cercano, la
feofitina (Pheo), y también generar un estado triplete (Fig. 2.4). Posteriormente, los elec-
trones fluyen hacia la plastoquinona A (Q 1) y B (Qp) y luego por el citocromo bgf, para
finalmente llegar a la plastocianina y al PSI (Fig. 2.3). Pggo ™ vuelve a su estado neutro tras
aceptar electrones provenientes de la oxidacion del H,O, generandose O, en el complejo
de evolucién de oxigeno (OEC, por sus siglas en inglés). El flujo de electrones a través de
los portadores genera un bombeo de protones desde el estroma al lumen del tilacoide, que

vuelve al estroma a través de la ATP-sintasa. De esta manera, la ETC termina produciendo
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ATP y NADPH como productos principales y O, como residuo [20].
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FIGURA 2.4: Diagrama de Jablonski idealizado que ilustra la distribuciéon de energia de
los fotones absorbidos en una molécula de clorofila a dentro de LHC y RC del PSII y los
procesos de transferencia de energia relacionados directa o indirectamente con la fotosin-
tesis. Sg, S1 ¥ Sz son los estados electrénicos de los pigmentos del LHC-II (principalmente
clorofila). Los niveles vibratorios estan esquematizados como un sombreado en gris. Las
especies involucradas en el ciclo de las xantofilas se indican como: Vx, violaxantina; Ax/L,
anteraxantina/luteina y Zx, zeaxantina. Respecto al RC del PSII, Pggg es el par especial de
clorofilas en estado fundamental; 'Pggo*, el singlete excitado; Pego*, el triplete excitado;
(Pego + Pheo™) el complejo de transferencia de carga entre Pggp y feofitina; y (Pego + Qa ™),
a un complejo analogo donde se reduce la plastoquinona A. 3-Car (D2) es el -caroteno
cercano a Peggp, siendo Sy su estado fundamental y T; el primer triplete excitado. k;¢, kr,
krsc, ker ¥ kper son las constantes cinéticas asociadas con los procesos de conversion
interna, fluorescencia, cruce entre sistemas, transferencia electrénica y transferencia de
energia dexter, respectivamente.

Cuando la irradiancia se encuentra entre ciertos limites, el proceso descrito anteriormente
funciona en estado estacionario. Sin embargo, cuando la luz incidente se eleva, la cadena
de transporte de electrones se satura, Pggo® comienza a acumularse y la probabilidad de
formacién de 3Pggp* aumenta. Un carotenoide cercano al RC-PSII, 3-Car (D2), tiene la
importante funcidon de desactivar este triplete a través de un proceso de transferencia de
energia de tipo Dexter (Fig. 2.4) [21, 22]. Sin embargo, la desactivacion del carotenoide
es mas lenta que la nueva formacién de 3Pggy* en condiciones de alta irradiancia. En ta-
les circunstancias, es factible la formacién de oxigeno singlete y otras especies altamente
reactivas y dafiinas (ROS y otras). El conjunto de mecanismos que actian regulando la
tasa de excitacion de la antena con el objetivo de inhibir la acumulacién de Pggp* se de-

nominan colectivamente quenching no fotoquimico (NPQ).
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Altas irradiancias provocan una fuerte acidificacion en el lumen del cloroplasto producto
del ETC fotosintético, lo que desencadena dos mecanismos diferentes: el ciclo de las xan-
tofilas y la desagregacion del LHC. La violaxantina (Vx) se convierte en zeaxantina (7Zx) a
pH menor a 5.5. A diferencia de Vx, Zx puede desactivar el estado excitado de los pigmen-
tos del LHC (Fig. 2.4) [23]. En tales circunstancias, una proteina de membrana PsbS se
protona y se une a Zx, desencadenando una reordenacion fisica de la membrana tilacoi-
dal. Este cambio estructural provoca una reduccién en el tamafio del LHC, disminuyendo
asi la cantidad de energia que llega al centro de reaccion (RC) y Pggo™* se forma en menor
cantidad [24]. Ademas, la unién de plastoquinona (PQ) reducida a Cyt bef activa las qui-
nasas del LHC-II y la LHC-II fosforilada tiende a migrar al PSI. Este mecanismo contribuye

a reducir el tamafio de la antena y por tanto la tasa de excitacién de Pggo* [25].

2.2. Medicion de la fotosintesis

En términos muy generales, la fotosintesis comienza con la absorcién de la luz y termina
con la asimilacién de CO, un proceso fundamental para las redes tréficas de la biosfera.
Es una tarea relativamente sencilla medir la irradiancia fotosintéticamente activa (PAR)
incidente en una hoja (o cualquier otro sistema fotosintético) e incluso medir la cantidad
de esa irradiancia que se absorbe. Asimismo, la medicion de la asimilacién de CO; se rea-
liza facilmente utilizando sistemas de analisis de gases por espectroscopia infrarroja. Sin
embargo, entre la absorcidn de la luz y la asimilacidn, se encuentran los procesos inter-
medios de la fotosintesis: fotoquimica, transporte de electrones y transduccién de energia,
metabolismo y procesos de difusién gaseosa. La tasa de asimilacién vendra determinada
en ultima instancia por la actividad limitante de estos procesos. Para racionalizar la rela-
cién entre la absorcién de luz y la asimilacidn, es necesario comprender el funcionamiento

general de los procesos intermedios que se detallaron anteriormente[3].

Las técnicas actuales para medir directa o indirectamente la fotosintesis pueden clasifi-
carse en técnicas destructivas in vitro del material fotosintético y técnicas no destructivas
entre las que se encuentra la fluorescencia de clorofila a. Las técnicas destructivas pue-
den proporcionar instantdneas del proteoma y metaboloma fotosintéticos pero no pueden

capturar el estado operativo de la fotosintesis. Por lo tanto, estas técnicas no logran su-



34 Capitulo 2. Fluorescencia de clorofila a y fotosintesis

ministrar la informacion necesaria del sistema fotosintético con el detalle requerido para
permitir que se describan las correlaciones entre el estado o la actividad de los diferentes
componentes del sistema fotosintético. Una limitacién adicional de los enfoques destruc-
tivos es la dificultad de interpretar a partir de ellos, como cambia el estado del sistema
fotosintético en una hoja especifica en respuesta a factores ambientales cambiantes, co-
mo la irradiancia, la concentracion de CO; y la temperatura. Se espera que estos factores
afecten el funcionamiento de la fotosintesis de formas especificas, provocando cambios
en el estado regulatorio del sistema. No obstante, las técnicas destructivas han brindado
informacién valiosa sobre la composicidn, organizacién y aclimatacién del aparato fotosin-
tético en muchos niveles de integracién. Sin este conocimiento basico de la organizacion
de la fotosintesis, las técnicas no destructivas del tipo descrito en este capitulo no podrian

existir como las poderosas herramientas que han demostrado ser [1].

El valor de los enfoques no destructivos para medir diferentes aspectos de la fotosintesis ha
llevado a que un gran numero de técnicas se utilicen como herramientas en la investiga-
cién de este proceso. Estas incluyen andlisis de CO,, vapor de agua[26] y gas O2[27-29],
analisis en paralelo del contenido isotopico de CO2 y O2[30], técnicas fotoacusticas[31],
radiometria fototérmica [32], fluorescencia de NADP/NADPH[33] y fluorescencia de clo-

rofila a, siendo esta ultima la mas utilizada actualmente[34].

2.3. Fluorescencia de clorofila a

Debido a que la fluorescencia y el transporte electrénico fotosintético son mecanismos
competitivos de desactivacion de la clorofila a excitada, la fluorescencia es un monitor
inmediato y directo de la tasa de transporte de electrones[35]. Cuando el material foto-
sintético se expone a diferentes flujos de luz, la emisién de fluorescencia cambia segtin la
adaptacion de la maquinaria fotosintética al nuevo entorno luminico. Este fenémeno fue
observado por primera vez por Kautsky en 1960 [36] y desde entonces la fluorescencia
variable de la clorofila se ha convertido en el indicador mas popular de la fotosintesis y
se han desarrollado una amplia variedad de técnicas. A temperatura ambiente, se asume

que los cambios registrados en la sefial de fluorescencia se deben solo al PSII y se ignoran
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los que provienen del PSI. Si bien la contribucion de la fluorescencia del PSI a la sefial de
fluorescencia total es del =~ 5 - 30 % por lo cual no es despreciable, esta fluorescencia del
PSI es practicamente constante. Por ello se considera que la fluorescencia variable obser-
vada es debida principalmente al PSII. [2, 37-39] Se han desarrollado una amplia gama
de instrumentos enfocados en diferentes aspectos de la fotosintesis[34]. Los instrumentos
que usan destellos de luz muy cortos del orden de microsegundos o menos dan informa-
cién sobre las primeras reacciones de transferencia de electrones dentro del PSII, mientras
que con instrumentos que usan pulsos de saturacidn es posible obtener informacién de
varias etapas de la ETC. Con instrumentos que miden en estado estable iluminando con
una luz fotosintéticamente activa, generalmente fluorémetros de amplitud modulada, es
posible determinar los mecanismos reguladores de la ETC inducidos por luz, incluido el
NPQ [40]. La fluorescencia resuelta en el tiempo bajo condiciones de iluminacién prolon-
gada, ya sea utilizando pulsos de luz saturante o fotosinteticamente activa, se denomina
fluorescencia variable. Luego, con fluordmetros estacionarios que utilizan luz fotosintéti-
camente no activa (irradiancia incidente suficientemente tenue) es posible determinar el
espectro de fluorescencia de las hojas y obtener asi informacion de la estequiometria de
los fotosistemas y estimar la salud vegetal. A continuacion se describe cada una de las
técnicas utilizadas en esta tesis, y el marco tedrico asociado a las mismas, para luego asi
comprender el significado y relevancia de los parametros que se desprenden de cada una

de ellas.

2.4. Cinética de Kautsky

La cinética de Kautksy es una de las técnica basada en fluorescencia variable de clorofila
a. Se caracteriza por aplicar una luz fotosintéticamente activa por un periodo suficiente-
mente prolongado para aclimatar la maquinaria fotosintética a la luz incidente. También
puede incluir una etapa oscura posterior a la anteriormente descripta en donde se observa
la recuperacion de la fluorescencia maxima observada en hojas adaptadas a la oscuridad.
En el estudio de la Cinética de Kautsky hay tres fases principales de las que se puede

extraer informacién diferenciada, y se resumen a continuacion.
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2.4.1. Fase oscura

Los experimentos de fluorescencia variable generalmente comienzan con el material foto-
sintético previamente adaptado a la oscuridad por al menos 15 min, donde los mecanis-
mos NPQ estan ausentes. La fluorescencia inicial (Fy) se mide con baja irradiancia (~ 4
pmol de fotones -m~2s~1) que no produce fotosintesis y luego se aplica un pulso saturan-
te (>2000 pmol de fotones - m~2s71). El pulso es lo suficientemente intenso y duradero
(~ 1 s) como para saturar los centro de reacciéon (RC). Esto ocurre ya que el primer ex-
citéon que llega a los RC reduce al primer aceptor (Pheo) de la ETC, pero como en estas
condiciones el RC se vuelve a excitar antes que que se produzca la reduccion de Pheo por
Qa, el RC no puede donar electrones y se encuentra cerrado. Como la via fotoquimica
estd saturada, se produce un pico de fluorescencia maxima (Fy;). La diferencia entre la
fluorescencia inicial y maxima es la fluorescencia variable (Fy), la cual es proporcional
al namero de RC disponibles, es decir, reducidos. Por tanto, el pardmetro Fv//Fy; es am-
pliamente aceptado como la maxima capacidad fotosintética. Este pardmetro se conserva
extraordinariamente, siendo ~ 0.83 en plantas sanas con metabolismo C3 y 0.78 en plan-
tas C4 [34, 41]. Un valor claramente inferior de Fy//F); es indicativo de algtn tipo de

estrés o dafio.

2.4.2. Fase actinica

Cuando se enciende una luz que permite la fotosintesis, llamada luz actinica (LA), con una
intensidad entre 20 y 1500 pmol de fotones - m~2s~!, la fluorescencia aumenta debido
al fendmeno descrito anteriormente pero alcanza un valor estacionario (Fg) después de
algunos minutos (efecto Kautsky). Si luego se aplica un pulso de saturacién, la diferencia
entre este maximo F);' y Fg es la fluorescencia variable en la fase actinica (Fy'"), que es
proporcional al nimero de RC disponibles para la fotosintesis bajo esa LA. El rendimiento
cudntico del PSII (®pgyr) en la fase actinica se calcula como Fy'/Fy' y es menor al medido
en la fase oscura porque los mecanismos NPQ activados por luz reducen el nimero de clo-
rofilas excitadas y el tiempo de vida de las mismas como se detall6 en la Subseccién 2.1.2.
A medida que aumenta la intensidad de la luz actinica, disminuye el rendimiento foto-

sintético del PSII. La Fig. 2.5 es una simulacion simple del comportamiento sefialado. La

cantidad de luz absorbida se correlaciona linealmente con la intensidad de la luz irradia-
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da que comtnmente se expresa como radiacion fotosintéticamente activa (PAR). Luego,
la energia luminosa absorbida en el PSII también guarda una proporcionalidad directa
con PAR [42]. Entonces, en condiciones de alta irradiancia, cuando el flujo de energia del
transporte de electrones esta saturado, el flujo de energia disipada es la ruta principal de

desactivacion del RC.
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FIGURA 2.5: Particidn de energia en el PSII. La energia de la luz absorbida en el PSII se
utiliza para el transporte de electrones fotosintéticos o se disipa como calor y fluorescencia
de clorofila. La relacién entre el uso y la pérdida de energia se muestra sobre la base de
los rendimientos cudnticos.

Por otro lado, el producto entre el rendimiento fotosintético de PSII y la intensidad de la
luz actinica, es la tasa fotosintética del PSII (PS,.te) que, mas intuitivamente, aumenta
mas lentamente a medida que aumenta la luz incidente y alcanza una meseta en alguin
momento. Esta fuerte dependencia de la eficiencia fotosintética con la intensidad de la luz
actinica descripta en Fig. 2.5 pone en evidencia que no alcanza con informar un solo valor
de ®pgrr a una LA dada, ya que este no brinda suficiente informacién para realizar una
caracterizacién apropiada del material fotosintético en cuestion. Por lo tanto, se deben
utilizar luces actinicas bajas, medias y altas, de forma de caracterizar la forma de la curva

de ®pgyr en funcion de LA 6 PAR.

2.4.3. Fase de recuperacion

Esta fase comienza cuando se apaga la luz actinica. En ausencia de luz fotosintéticamente
activa, los procesos fotosintéticos no tienen lugar pero los mecanismos NPQ auin permane-

cen y comienzan a relajarse. Por tanto, si se mide la fluorescencia maxima (Fy;) como se
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hace en la fase oscura, se registrard un aumento progresivo de la misma con el tiempo. De-
bido a razones metabdlicas y fisioldgicas, el tiempo necesario para que cada componente
del NPQ se relaje es diferente. El primer componente en desaparecer es el desencadena-
do por la acidificacién del lumen y el potencial transmembrana subsecuente (¢z), con un
tiempo de relajacion tipico (7g) de alrededor de 10 - 60 segundos [43]. El estado relacio-
nado con la transicion (¢7) toma entre 2 y 5 minutos aproximadamente y la relajacién del
componente inhibidor (¢;), que esta relacionado con el dafio inducido por estrés luminico,
puede tardar entre 20 minutos y hasta horas o dias en relajarse completamente [44, 45].
Aunque los tiempos de desactivacién pueden ser constantes, la cantidad que corresponda
a cada componente es proporcional a la intensidad de la luz actinica aplicada en la fase
anterior. En consecuencia, es necesario realizar un protocolo utilizando diferentes intensi-
dades de luz actinica para asegurar una caracterizaciéon completa de los componentes de

NPQ[46].

A continuacion se resume un protocolo tipico de medicion de la Cinética de Kautsky. Como
puede observarse en la Fig. 2.6, los parametros descritos anteriormente prestan atencion a
los valores maximos (en el pico) y minimo (basal) de la fluorescencia en cada fase, pero no
profundizan en el curso temporal del aumento y la disminucién de esa fluorescencia. Sin
embargo, si se observa mas de cerca las fases de induccion (crecimiento) y decaimiento
de la fluorescencia, se observara un patrén caracteristico. Esto generalmente se conoce
como curva OJIPSMT o, alternativamente, curvas OJIP y PSMT, respectivamente. En las
secciones siguientes se describen ambas fases y su interpretacion tedrica.

Algunos enfoques fotoquimicos hacia la fluorescencia de clorofila variable disponibles en
la literatura se centran en el par especial de clorofilas y calculan diferentes rendimientos de
procesos que desactivan el dicho dimero en estado excitado en el centro de reaccién[47,
48]. Aunque esto puede ser util para caracterizar la fotoquimica del RC, no ofrece una
comprension correcta de los procesos de extinciéon que, como se discutié anteriormente,
desactivan no solo el par especial de clorofilas sino que también juegan papeles impor-
tantes en el complejo de antenas (mecanismos del NPQ). El enfoque mas completo y
mayormente aceptado es el que concibe los centros de reaccidn y sus complejos de ante-
nas como un todo, lo que permite racionalizar todos los procesos bajo un mismo esquema

tedrico. A continuacion se describird resumidamente el modelo y los pardmetros derivados
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FIGURA 2.6: Protocolo tipico de medicion de la Cinética de Kautsky y la etapa de re-
cuperacién de NPQ subsiguiente. El detalle de los pardmetros derivados se discute en la
secciones 2.4.4y 2.4.5.

de la misma. Se describen de forma diferenciada los parametros derivados de la fase bajo

iluminacién actinica de los derivados de la fase de recuperacion del NPQ.

2.4.4. Parametros de la fase actinica

La fluorescencia emitida por el PSII, incluyendo el RC y el LHC, en un momento dado se

puede expresar como:

kr
kp +kic +kp - fou(t) + knpo(t)
[Qa](t)
[Qal(t) + [Q4](1)

Ft)=G-®p(t) =G (2.2)

fo.(t) = (2.3)

Donde G es una constante que depende del dispositivo de medicion y estd relacionada
con la sensibilidad del detector y la luz de excitacién, ®(¢) es el rendimiento cudntico de
fluorescencia de clorofila y fg,(t) es la fraccién del primer aceptor de electrones oxidado
(disponible). En la Ec. 2.3, [Q,] representa la forma reducida del aceptor de electrones
primario. En hojas adaptadas a la oscuridad, se supone que la proporcién fg,(t) es 1, ya
que todos los centros de reaccién estdn abiertos y por ende [Q),] = 0.

Continuando con F(t), kr, krsc, krc, knpg ¥ kp corresponden a constantes de velocidad
de primer orden para fluorescencia, cruce entre sistemas, conversion interna, extincion
no fotoquimica y transferencia de electrones (del par especial clorofilas al primer aceptor

(Q4)) [49, 50]. Las tres primeras constantes cinéticas son imposibles de separar con las
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técnicas utilizadas en esta tesis, por lo que las agrupamos en k¢.
kc =kr + kisc + kic (2.4)

Debido al tipo de procesos que incluye k¢ se la denomina constante de desactivacion foto-
fisica. Ademas, se asume que los Uinicos pardmetros en la Ec. 2.2 que cambian en funcién
de la intensidad de la luz actinica son fq, y knpg-

En la fase oscura inicial (Fig. 2.6 primera seccidén oscura), las hojas se adaptan a la os-
curidad durante un tiempo suficiente ( > 20 min) de modo que los mecanismos del NPQ
no estdan activos (kypg = 0) y todos los aceptores primarios de electrones estan oxidados

(fg.(t) = 1), por lo que la fluorescencia en ese punto resulta de la siguiente manera:

kr

Fo=G. —F __
0 ke + kp

(2.5)

Cuando se aplica un pulso corto saturante (PS), los mecanismos del NPQ siguen inactivos

pero todos los aceptores primarios se reducen instantdneamente, por lo que fo,(t) = 0y:
Fu=G - — (2.6)

Al combinar estas dos medidas, se cancela la dependencia del dispositivo de medicion (G)
y se obtiene la tasa de transferencia de electrones del sistema en ausencia de procesos del
NPQ que es, de hecho, el rendimiento cuantico maximo de transferencia de electrones del

PSII (Fv/FM)I
Fv Fu—-Fo  kp

= 2.7
Fum Fum kc + kp (2.7)

Luego, cuando se enciende la luz actinica y la sefial alcanza un nuevo estado estacionario,
los aceptores de electrones primarios se reducen parcialmente (la proporcion depende de
la intensidad de la LA) y los mecanismos NPQ estdn activos. Andlogamente a las Ec. 2.5y
Ec. 2.6, se pueden establecer dos ecuaciones para el estado estacionario (Fg) y la fluores-

cencia maxima bajo iluminacién actinica (Fy;"):

kr
Fo + Fp - fau (LA) + Fnpo(LA)
. kF
kc + knpo(LA)

Fs(LA) = G (2.8)

Fy'(LA) = G (2.9)
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Dado que los pardmetros Fg y F' corresponden a valores a un tiempo de iluminacién ac-
tinica tal que se alcance un estado estacionario, a partir de ese tiempo dejan de depender
del tiempo y por ello en estado estacionario dependen tinicamente de la LA aplicada.

Combinando los valores registrados cuando se alcanza dicho estado estacionario, es posi-
ble calcular tres rendimientos muy importantes: el rendimiento cuantico maximo de PSII
(®psin), el rendimiento cudntico de decaimiento fotofisico (®¢) y el rendimiento cudntico

de quenching no fotoquimico (®npq) los cuales suman 1 de acuerdo a:

Fum' — Fg kp - fQA (LA)
B (LA} — _ 2.10
PSH( ) FM' kC+kaQA(LA)+kNPQ(LA> ( )
FS kC
Po(LA) = =—= = 2.11
o(L4) Fm o ko +kp - fou(LA) + knpg(LA) @1
Fs - (Fy — Fu) knpo(LA)
B (LA} — _ 2.12
pq(L4) Fyp - Ff' ko +kp - fou(LA) + knpq(LA) @12

Como se indico en la introduccion, el PS;.t. es un indicador intuitivo de la dependencia

de la fotosintesis con la irradiancia actinica y se calcula de la siguiente manera:

Psrate(LA) = (I)PSH(LA) -LA (213)

Para una determinada fase actinica con una dada intensidad de LA, se obtiene un valor pa-
ra cada uno de los rendimientos arriba definidos. Para determinarlos es necesario aplicar
un pulso saturante durante la iluminacién actinica. Se requieren de al menos 15 minutos
de iluminacién con una cierta LA (depende de la intensidad de esta ultima) para que la
sefial se estabilice y obtener los rendimientos cuanticos de manera correcta. Mas informa-

cién sobre los protocolos y tiempos de medicién en el Capitulo 3.

Por otro lado, puede ser conveniente cuantificar la proporcidon de energia que es utilizada
para activar la via fotoquimica (transporte electrénico) o bien, la utilizada en fenéme-

nos asociados al NPQ. Estos parametros corresponden al quenching fotoquimico (¢p) y
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quenching no fotoquimico (gyp) el cual es muy similar al NPQ total (no asi al Pxpq).

Fy' — Fg
= — 2.1
qp Fa — Fo (2.14)
Fu — Fu'
= — 2.15
INP = B F, (2.15)
Fyv — Fur'
NPQiotar = ———L (2.16)

Fun'

El ¢p indica la proporciéon de centros de reaccion de PSII que estan abiertos bajo esa
iluminacién actinica[51]. Un ¢p alto es ventajoso para la separacion de carga en el centro

de reaccién y es beneficioso para el transporte de electrones y el rendimiento de PSII[52].

2.4.5. Parametros de la fase de recuperacion

Los pulsos de saturacion durante la fase de recuperacién del NPQ permiten estimar la ca-
pacidad fotosintética maxima y también, si se cumplen ciertos requisitos experimentales,
es posible estimar la contribucién de cada componente del NPQ al rendimiento cudnti-
co del NPQ total. Sin embargo, para dilucidar la dependencia temporal caracteristica de
cada componente del NPQ, su rendimiento cudntico total no es util porque depende de
knpg tanto en el numerador como en el denominador (Ec. 2.12). Debido a que hay mds
incégnitas que ecuaciones en el sistema, no es posible calcular inicamente kxpg. Por lo
tanto, si se grafica ky pg/kc en funcién del tiempo, donde para cada LA se cumple que k¢
permanece constante, el cociente ky pg/kc resulta ser directamente proporcional a ky pg:

kNpQ(LA, t) . Fyv — Fu'(LALT)
kc  Fu'(LA, )

(2.17)

Para separar las diferentes contribuciones al NPQ, se asume un comportamiento expo-
nencial para cada paso de su desactivacion. Hay varios modelos en la bibliografia para
estimar los componentes del NPQ. En el Capitulo 4 se describen algunos resultados de un
estudio integral de fluorescencia variable de clorofila en el cual, en conjunto con el Lic.
Juan Romero bajo la direcciéon de M. Gabriela Lagorio, se desarrollé un modelo sencillo
para la estimacién de los tres componentes del NPQ. A continuacién se describe el modelo
matematico utilizado, pero el detalle de su elaboracion y las ventajas que tiene por sobre

los deméas modelos presentes en bibliografia se especifica en el siguiente capitulo.
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La traza temporal de kypg/kc se ajusta al modelo bi-exponencial siguiente:

knpq(LA,t)

’ =qp(LA)-e™5 +qp(LA)-e™ + q;(LA) (2.18)
C

En la Ec. 2.18 los pardmetros qg(LA), qr(LA) y qi(LA), representan la amplitud de cada
uno de estos componentes. Observar que los componentes de quenching dependiente de
energia (qg) y de transicion de estado (qr) tienen asociados un tiempo caracteristico
dado por 7z y 71, respectivamente, mientras que el quenching inhibitorio (q;) contribuye
al quenching total como una constante.

Finalmente, se calcula la fracciéon del NPQ total correspondiente a cada componente para
cada luz actinica. Para ello se multiplica el rendimiento del NPQ total de la Ec. 2.12 por la
proporcién de ese quenching obtenido tras el ajuste del cociente kxypg/kc, resultando las

siguientes ecuaciones:

B qe(LA)
Do (EA) = OneQ(Ld) -y (LAY + ar (L A) @19
B qr(LA)
Par (LA) = Pxea(LA) -y (LAY + ar(LA) 220
Dy (LA) = dapo(LA) - ar(LA) (2.21)

qr(LA) + qr(LA) + q1(LA)

2.5. Transiente OJIP

Cuando el material fotosintético previamente adaptado a la oscuridad se ilumina con una
luz saturante, la fluorescencia aumenta desde un valor inicial (O) hasta el maximo (P) en
medio segundo aproximadamente. Entre O y P, la fluorescencia de clorofila pasa por dos
puntos de inflexién: Je I, a ~ 2 y ~ 40 ms, respectivamente (Fig. 2.7), con un patrén ca-
racteristico[53]. La comprension convencional del transitorio OJIP se basa principalmente
en la hipdtesis presentada en 1963, por Duysens y Sweers[54]. En su modelo asumieron
que el fotosistema II es responsable de la fluorescencia variable de clorofila, y la tasa de
conversion fotoquimica de PSII estd limitada inicamente por el lado del aceptor de elec-
trones (es decir, el lado que se reduce por el PSII) [37, 38, 55]. Ademas, se sugiri6é que el
rendimiento de fluorescencia fuera controlado por un quencher aceptor del PSII (llamado
"Q"), identificado mas tarde como plastoquinona () 4 en su estado oxidado. En esta teoria,

el rdpido aumento de la fluorescencia es un reflejo de la concentracion de @) 4 reducida,
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es decir, ), afectado por la cinética de varias reacciones redox asociadas a la cadena de
transporte de electrones fotosintéticos. También se ha propuesto la participacion de otros
procesos que controlan la fluorescencia variable de la clorofila « ademds de la extincién
de Q4. Entre ellos estan: la conectividad entre fotosistemas[56]; el centro de reaccion de
PSII en su estado oxidado[57], la feofitina[58] y el pool de plastoquinonas[59]. En esta
tesis, la descripcion del transiente de fluorescencia se estudiara considerando la hipdtesis
de Duysens y Sweers, con algunas pequefias modificaciones para ampliar la validez del

modelo.

El transitorio OJIP tiene el potencial de ser utilizado para la caracterizacién del rendi-
miento cuantico fotoquimico del PSII y la actividad del transporte de electrones. La curva
OJIP es una técnica no destructiva que permite ensayos rapidos de cualquier tipo de mues-
tra fotosintética[55], aunque se ha explotado especialmente en hojas. El transiente se ha
utilizado para monitorear efectos especificos de varios inhibidores, factores de estrés y
mutaciones, entre ellos: estrés por calor [60, 61], congelamiento [62], sequia [63], altas
irradiancias [64], contaminantes [65, 66], salinidad [67], humedad [68], deficiencia de

nutrientes [69], entre otros[70].

F(t) R V(t)
Fu=Fo+ i T
Fi= Faoms I > 300ms 4 V| I I
4/ 30ms RE1 1-V|
‘J’ .
Fy=Foms — o’ T VJ
Fx = F3o0us +— K p ms T Vk ETO 1'VJ
/0,3 ms
Fo = Fious Q. L 0] L
10 us TR
0.01 01 1 10 100 1000 ABS
Tiempo (ms)

FIGURA 2.7: Curva tipica del transiente OJIP.

En muestras fotosintéticas previamente adaptadas a la oscuridad, el lado del aceptor de
electrones del PSII se encuentra principalmente en el estado oxidado . Es decir, los centros
de reacciéon del PSII estan abiertos y la intensidad de fluorescencia es minima (Fy), re-
presentado en la curva del transitorio de fluorescencia en la Fig. 2.7 como O, por Origen.

Luego, en menos de 1 s, la fluorescencia de Chl a alcanza el pico P (también llamado Fy,



2.5. Transiente OJIP 45

cuando la intensidad de la luz de excitacién es alta y saturante). A nivel de F;, de acuerdo
con la hipoétesis introducida por Duysens y Sweers[54], todas las moléculas de ) 4 estan
completamente reducidas (es decir, todos los RC de PSII activos estdn cerrados), debido
a la reduccién completa de todos los aceptores de electrones de la ETC como resultado
del pulso de luz saturante aplicado. De esta manera, las diferentes fases del transiente de
fluorescencia (OJ, JI e IP) se deben a la progresiva saturacion de los aceptores de electro-
nes en la ETC: OJ sigue a la reduccién del lado aceptor del PSII (Qa y Qg); JI representa
a la reduccién del conjunto de plastoquinonas (PQ) e IP es paralelo a la reduccién de los
aceptores de transporte de electrones en y alrededor del PSI[37, 40, 71]. Esto significa
que los transitorios OJIP brindan informacién sobre el estado del transporte electrénico

de la cadena fotosintética (ETC).

2.5.1. Interpretacion de la curva y parametros derivados

La curva OJIP es visualmente obvia cuando se presenta en una escala de tiempo logaritmi-
ca como se muestra en Fig. 2.7, ya que las fases OJ, JI e IP tienen cinéticas diferentes[72].
Las intensidades de fluorescencia en los puntos 0, J, I y P se notan como Fy, Fy, F1 y
F\i, respectivamente. Para comparar curvas de diferentes muestras, es necesario realizar
alguna de las siguientes normalizaciones: (A) una normalizacién simple en F(, que gene-
ralmente varia entre 1y 5, 6 (B) una doble normalizacién tanto en Fy como en Fy, lo que

da la fluorescencia variable relativa en el tiempo t, V' (¢):

V(t) = };S\?__;:) : (2.22)

Este parametro no es mds que una doble normalizacién de la curva que permite comparar
los transitorios medidos, convirtiendo las intensidades absolutas de fluorescencia en con-
tribuciones relativas a la fluorescencia variable. La normalizacién mds comun es entre Fo
y F'm, pero también puede ser conveniente normalizar en puntos de inflexion intermedios,
lo que resulta en V;(t) y Vi(t), si se normaliza en Fy y F; 6 F y Fy, respectivamente. Estos
ultimos no deben confundirse con Vj y Vi los cuales corresponden a valores especificos
de V(t) en los puntos J e I, respectivamente. Es decir, a t = 2 ms donde F(t) = Fy, la
fluorescencia variable relativa V(¢ = 2ms) se suele simplificar como Vj, y analogamente

a t = 40 ms, Vi. Considerando la teoria de Duysens y Sweers, la fluorescencia relativa
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variable V' (¢) (normalizada en F y F)\;) puede interpretarse como la fraccién de centros
de reaccién del PSII cerrados en los puntos J, I y P, segtin corresponda.

Usualmente con esta técnica, se suele estudiar el efecto en la ETC de un dado agente
respecto a un control, por lo que suele ser conveniente cuantificar la diferencia entre los
transitorios de muestras y controles para lo cual se utiliza la fluorescencia normalizada

V(t) en los puntos de interés. Por ejemplo, para J tenemos AV j:

AVOJ(t) = VJ,muestra(t) - VJ,control(t) (2-23)

Strasser y colaboradores desarrollaron un modelo sencillo para analizar el transitorio de
fluorescencia OJIP en términos de las diversas reacciones del PSII, basandose en los con-
ceptos generales propuestos por Duysens y Sweers sobre flujos de energia[55]. Por sim-
plicidad, llamaron a este desarrollo el ensayo JIP. De esta forma la curva OJIP (fenémeno
de aumento rapido de la fluorescencia) puede ser descripto bajo un modelo de flujos de
energia, el ensayo JIP (JIP test en inglés).

La Fig. 2.8 es una vista esquemadtica de los flujos de energia relacionados con los princi-
pales fendmenos que ocurren al iluminar la antena del PSII en la muestra fotosintética.
El ensayo JIP, en su forma mas simple, asume que no hay transferencia de energia en-
tre las unidades PSII, es decir, no hay conectividad entre las unidades del PSII, como si
todos los PSII existieran de forma independiente. El flujo total de fotones absorbido por
los pigmentos de LHCII en PSII, ABS (en algunos casos los flujos se denotan como J pero
aqui se ha simplificado la notacién), es capturado parcialmente por los RC de PSII, TRy, y
parcialmente disipado como calor y fluorescencia, DIy. El flujo de excitén atrapado, TRy,
representa la fraccién del flujo de fotén absorbido utilizado para la separacion primaria de
carga y la estabilizacién del centro de reaccion II oxidado (ngOQZ), es decir, para cerrar
los RC de PSII. Por ultimo, el flujo de energia a través de la cadena de transporte de elec-
trones fotosintéticos, desde H»O a Fd (y eventualmente a NADP™ u otros aceptores de
electrones que interactian con Fd), esta representado por el flujo de transporte de elec-
trones ET. Los principales cambios en ET se reflejan en la variacién en el tiempo de la
reduccion de @ 4 (de acuerdo con la teoria de Duysens y Sweers).

Todos estos flujos de energia estan interrelacionados y dependen de propiedades estruc-

turales y la actividad fotosintética de la muestra bioldgica. Dado que la energia emitida
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LHC-II Psgo + Qa
ABS TR RE
DI A A 1 aceptores
PegoQa Qs PSI del PSI
Calory ET
fluorescencia o

FIGURA 2.8: Esquema de las principales vias de energia relacionadas con la fluorescencia
de clorofila a de acuerdo al modelo de Duysens y Sweers (1963).

como fluorescencia por las clorofilas de la antena es parte del flujo de energia de disipa-
cién, DIy, los datos de induccion de fluorescencia pueden relacionarse teéricamente con

los flujos de energia anteriores de acuerdo a[37]:

ABS = TRg + DIy (2.24)

Como se puede ver en el esquema de la Fig. 2.8 el modelo utilizado para interpretar el
transitorio OJIP considera una cascada de flujos de energia fotosintéticos. A partir de estos
flujos, es posible calcular varios rendimientos y eficiencias cudnticas de interés como: el
rendimiento cudntico mdximo de la fotoquimica primaria del PSII (®p,), el rendimiento
cudntico del flujo de transporte de electrones de Q4 a Qp (PrT,), el rendimiento cudn-
tico del flujo de transporte de electrones hasta los aceptores de electrones PSI (®Rg,), la
eficiencia con la que un electrén atrapado por PSII se transfiere de Q4 a Qp (YgT1,), la
eficiencia con la que un electrén atrapado por PSII se transfiere hasta los aceptores del PSI
(URrE,) y la eficiencia con la que un electrén es transferido desde Qg hasta los aceptores

del PSI (5RE)

TR, F, Fv
Bo — _,_ Yo _ 2.2
Po = ABS Fn | Fu (2.25)
ET, ET; TRy F;
Py, = — - —(1-V)-®p, =1 — —L 2.26
ETo ™ ABS ~ TR, ABS (1=V5) - Pr, Fu (2.26)
RE() REO TR() FI
Prp, = — - —(1-V})-®p, =1— -1 2.2
RE0 = ABS ~ TR, ABS ( ) Py Fu (2.27)
ET,
Upp, = —2 =1V 2.2
ETO TRO V? ( 8)
RE,
Upp, = — =1-V; 2.2
RE, TRy (2.29)
RE, 1-V;
= — 2.
ORE BT, 1=V, (2.30)

El subindice o indica que la curva se midié utilizando un pulso saturante por lo que la fluo-

rescencia en P corresponde efectivamente a Fy; y por tanto los rendimientos y eficiencias
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obtenidas a partir de estos flujos corresponden al valor maximo que pueden tomar. Por
ejemplo, si se utiliza un pulso de luz no saturante, el rendimiento ® pp no seria el rendi-
miento cudntico fotoquimico méaximo del PSII, sino directamente el rendimiento cudntico
del PSII bajo esa iluminacién. Los parametros bajo iluminacidn saturante ya no dependen

de la intensidad de luz utilizada debido a que el ETC se bloquea por completo.

Por otro lado, los flujos especificos se pueden calcular por centro de reaccién activo (RC) o
seccion eficaz excitada (CS). En general, se utilizan solo algunos de ellos como ABS/RC
que es el flujo de fotones absorbidos promedio por RC del PSII, el cual es una medida
del tamafio aparente de la antena[37, 38]. Para calcularlo, es necesario definir otro para-
metro, M, pcmu, que es la pendiente inicial del transitorio OJIP en presencia de DCMU.
La (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU), es un compuesto que bloquea la trans-
ferencia de electrones entre Q4 y Q). De esta forma, M, pcyp se puede aproximar como
la velocidad de cierre de los RC. Por lo tanto, bajo los supuestos del modelo, para cada
excitén atrapado se cierra un RC, por lo que el flujo de excitones atrapados maximo por
RC (TRo/RC) se puede calcular como TRy/RC ~ M, pcmu €l cual representa la tasa

inicial de cierre de RC activos por el numero total de RC activos.

Por razones practicas, M, pcyy no se puede medir directamente en experimentos de
campo. No obstante, puede aproximarse utilizando datos de fluorescencia obtenidos en
muestras no tratadas con DCMU, es decir la muestra en estudio. En este caso, la pendiente
inicial de la curva de fluorescencia relativa variable, M, es menor que M, pcyu, ya que
la fluorescencia relativa a tiempos = 0 se reduce por la reoxidacion de @) 4 como resultado
de la transferencia de electrones a @) (que con DCMU esta bloqueada, ver la cadena de
transferencia de electrones en la Fig. 2.3). Sin embargo, algunos resultados experimenta-
les sugieren que M, pcau se puede aproximar con la relacién M, /V;[73]. Luego, a partir
de un despeje matematico se obtiene el flujo de fotones absorbidos promedio por RC-PSII

como:

ABS TRg ABS TRy 1 M, 1
RC ~ RC TRy RC ®p, Vj &p,

(2.31)

También se puede utilizar RC'/ABS que representa la cantidad de RC activos (que pueden
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reducir a ) 4) por antena del PSII.

En general, en un gran numero de estudios fotosintéticos, la relacién Fy /Fy se utiliza co-
mo indicador de estrés. Sin embargo, este pardmetro empirico no siempre es lo suficiente-
mente sensible como para observar diferencias entre diferentes muestras. Es por ello que
en los ultimos afios se han definido otros pardmetros que surgen de la combinacién de
los parametros anteriores y que son mas sensibles a pequefas variaciones en el transporte
electrénico fotosintético [37, 74]. Uno de ellos es el indice de rendimiento, PI, que se basé
en la ecuacidon de Goldman, en el que se supone que el potencial total de un sistema se
puede calcular multiplicando las ecuaciones de Nernst para los componentes individuales
[75]. De esta forma PIsgg se calcula a partir de tres componentes: la densidad del centro
de reaccion, la eficiencia de captura y la eficiencia de transporte de electrones en ETC
(Ec. 2.32). Luego, PI% se calcula incluyendo adicionalmente la eficiencia del transporte
de electrones hasta los aceptores de PSI (Ec. 2.33). En consecuencia, si un agente afecta
a alguno de estos componentes, el efecto se reflejard en el indice de rendimiento, que por
tanto tiene una sensibilidad superior a la conseguida por cualquiera de sus componentes
aislados. Luego, se puede calcular una fuerza impulsora total de la actividad fotoquimica
del sistema, expresada como DF' = log(PI). En muchos casos, las expresiones de PI y DF
han demostrado ser muy sensibles a diferentes factores y, por tanto, muy utiles para el

seguimiento fisioldgico, ambiental y biotecnoldgico [76-78].

RC dp YET
PItOtal — . 0 . 0 (2.32)
ABS T Japs (1—®py) (11— Wgr,)
RC Pp Vgr ORE
PItOtal — . 0 . 0 . (2'33)
ABS T Japs (1—®p,) (1-Ugr,) (1- Ore)
DFigh% = log (PIgHY ) (2.34)

El subindice ABS indica que es en base al flujo de fotones absorbidos, ya que se pueden

obtener ecuaciones analogas por seccion eficaz (CS).

Una descripcion detallada de los pardmetros derivados del transiente OJIP, las ecuaciones
correspondientes y sus definiciones se encuentra en el Apéndice A. La prueba JIP, recién
descripta, no es mas que un método sistematico para ser utilizado como una herramienta

practica, para obtener informacién rapida sobre diversas posibilidades de efectos sobre la
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fotosintesis, particularmente en PSII, y en cierta medida en PSI.

2.6. Decaimiento PSMT

El rapido aumento de la fluorescencia caracteristico del transiente OJIP es seguido por
un decaimiento mas lento y complejo llamado comtinmente decaimiento PSMT (Fig. 2.9).
En esta fase, la fluorescencia tarda varios minutos en alcanzar el nivel estacionario (Fg)
pasando por un punto de inflexion S y el pico M hasta alcanzar el punto T en Fg. El pico
M a veces no aparece o bien, varios estados denotados como S; M1, Sy Mo, se presentan.
El decaimiento completo estd influenciado principalmente por los mecanismos de NPQ y
otros fendmenos que desempefian papeles menores. Por ejemplo, justo después del pico de
fluorescencia donde se saturaron los aceptores de electrones, la reserva de PQ comienza a
ser reoxidada por el PSI (quenching fotoquimico de la fluorescencia) y aparecen mecanis-
mos de NPQ relacionados con el pH que causan el rapido decaimiento de la etapa PS de la
curva PSMT [71, 72]. El estudio de este tipo de respuesta dindmica del aparato fotosinté-
tico es importante, ya que puede proporcionar informacion valiosa sobre los mecanismos

de regulacién de la fotosintesis.
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FIGURA 2.9: Curva OJIPSMT tipica para una muestra de hoja a 32 (1, azul), 320 (2, roja),
and 3200 (3, verde) pumol de fotones -m~2s~!. Izquierda: a escala de tiempo logaritmica,
Derecha: escala lineal. Editada y traducida de Stirbet y cols.[38] Copyright (2011), con
permiso de Elsevier.

En comparacion con la curva OJIP, que es la respuesta integrada de clorofilas excitadas en
sefiales redox y campos electrostaticos que la ETC genera dentro de la membrana tilacoi-
de, el decaimiento de PS (dentro de PSMT) es manifiestamente mucho méas complejo[72,
79]. Por un lado, ademas de las sefiales de la cadena de transporte electrénico intramem-

branosas, ahora se deben tener en cuenta la afluencia de protones asociados a la ETC al
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lumen y las sefiales que esto genera, como acidez del lumen, ApH transmembrana y el
transporte de contraiones asociado, y la diferencia de potencial eléctrico transmembrana.
Esto se pone de manifiesto debido a que en contraste con la curva OJIP que pude obser-
varse en membranas tilacoides aisladas, el decaimiento PS solo se observa si la membrana
y la estructura interna del cloroplasto estd intacta, ya que depende fuertemente de los

niveles necesarios de solutos estromales a diferencia de la fase OJIP[80, 81].

Debido a que la curva PSMT incluye fenémenos relacionados al NPQ mas complejos que
una simple saturacion progresiva de la cadena de transporte electrénico fotosintética
(OJIP), es apropiado clasificar los procesos que modulan la fluorescencia de clorofila a
en la ventana de tiempo de us a s de acuerdo a los tipos de quenching que representan.
De esta forma, se obtiene tres tipos de procesos de desactivacién que modulan la sefial

observada:

(1) Procesos de quenching fotoquimico (qp) asociados con la separacién de carga pri-
maria (P, Pheo Q4 — Pgyy Pheo™ Q4 — Pghy Pheo Q) en el centro de reaccién
del PSII. Aqui, el RC excitado esta representado como Fgg, que dona un electrén a
la feofitina a (Pheo) y ésta a su vez a la plastoquinona A (Q4). Luego, el Pg{;o es

reducido por un electrén proveniente de la oxidacién de H>O en el OEC[57, 72].

(11) Procesos de quenching no fotoquimico (qnp) que estan indirectamente relacionados
y regulados por el transporte fotosintético de electrones. El componente principal
de qnp €s qg, que esta regulado por la acidificacidon del espacio intratilacoide (lu-
men) cuando la fotofosforilacién no puede mantener la misma velocidad que la tasa
de ETC. La acidificacién del lumen ejerce efectos complejos sobre las propiedades
electrostaticas de la membrana tilacoide y las conformaciones de proteinas asocia-
das que dan como resultado la formacién de dimeros y heterodimeros de clorofilas y
xantofilas que funcionan como sumideros de excitacién electrénica[82]. Otro proce-
so qnp regulado por luz, se relaciona con el estado redox del pool de plastoquinonas

(PQs) [83].

(111) Disminucion de la fluorescencia (qT(1 HQ)) o aumento de la fluorescencia (qT(2 1)
debido a las transiciones de estado 1 — 2 y estado 2 — 1, respectivamente[84].

Las transiciones de estado son procesos de aclimatacién a la luz que aumentan o
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disminuyen el tamafio de las antenas captadoras de luz que alimentan la excitacion
de los complejos centrales de PSII y PSI, por lo tanto modulan la intensidad de la
fluorescencia obtenida. En plantas superiores y algas verdes, esto implica el movi-
miento intramembranoso de los complejos LHC-II de un fotosistema a otro. En un
sentido estricto, las transiciones de estado no son procesos de quenching, ya que el
tiempo de vida de la fluorescencia no se ve afectada, sin embargo, como modulan la

fluorescencia observada se suele adherir por simplicidad.

Habiendo revisado el marco tedrico que se usara para interpretar la curva PSMT, a conti-

nuacién resumiremos los procesos involucrados en cada etapa de la curva.

2.6.1. Fase PS

Las principales causas del decaimiento PS se relacionan con una re-oxidaciéon gradual
de Q4 por PSI (qp), la energizacion de la membrana tilacoide debido a la transloca-
cién de protones y a una transicion de estado 1 — 2 (¢r(;9)). Sin embargo, la inter-
accién de qp, y la de qg (dentro de qnp) asociado a ApH son los fendmenos principales
que explican el cambio de fluorescencia de OPSMT, a baja iluminacién actinica (~ 100
pmol de fotones - m~2?s~!) donde los demds componentes del NPQ poseen poca partici-
pacion (Fig. 2.9). Esta interpretacidn ignora, sin embargo, el papel de las transiciones de
estado como modificadores de fluorescencia de clorofila a y hay estudios que han propues-

to que dichas contribuciones son necesarias para explicar las curvas observadas[72].

Para entender como los protones del lumen acuoso pueden modular la desexcitacion de
las clorofilas asociadas al LHC hay que revisar los procesos asociados al NPQ dependientes
del pH. En plantas superiores y algas, se cree que la mayor parte de qnp dependiente de la
acidez del lumen tiene lugar en la periferia de las proteinas LHC que contienen clorofilas
a, b y xantdfilas en el PSII. Esto involucra la protonacién de residuos de aminodcidos
acidos (por ejemplo, Glutamatos) seguida de cambios en las conformaciones proteicas
y la formacion de dimeros y heterodimeros de Chl a / xantéfila que funcionan como
sumideros de excitacién[82]. El proceso de NPQ 6 qnp mejor entendido es el asociado
al ciclo de las xantdfilas, el cual es activado y regulado por el pH del lumen e involucra

proteinas del LHC del PSII[85]. El ciclo de las xantdfilas, sin embargo, es demasiado lento
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(constantes de tiempo de decenas de segundos[86]) para ser un contribuyente qnp en el
rapido decaimiento PS y, por ende es mas probable que contribuya en la fase final de la
curva PSMT. Por otro lado, el quenching intrinseco de Zx (es decir, independientemente del
ciclo de las xantéfilas) ha demostrado de manera convincente contribuir a esta etapa[86].
Finalmente, se ha demostrado que la protonacién de aminodacidos acidos genera también

centros de quenching en las antenas del PSII[87].

2.6.2. Fase SM

Mientras qp domina el aumento de O a P, y qg ¥ qp dominan el decaimiento en PS, junto
con una contribucién menor de qr12, durante las fases SM y MT de la curva de induccién
de fluorescencia, estas ultimas transiciones de estado se vuelven cada vez mds dominan-
tes. Se ha observado experimentalmente que el pico M se observa principalmente a bajas

luces actinicas y tiende a desaparecer o ser menos evidente a mayor intensidad (Fig. 2.9).

Por otro lado, en plantas superiores la reserva de PQ se encuentra oxidada durante la
adaptacion a la oscuridad por el oxigeno molecular que se encuentra dentro del mismo
compartimiento[84]. La transicion del estado 1 <+ estado 2 estd regulada por el equilibrio
redox del conjunto de PQs[88]. Una planta superior se desplaza hacia el estado fuertemen-
te fluorescente 1 durante la adaptacién a la oscuridad en PSMT y al estado 2, débilmente
fluorescente, bajo iluminacién. De esta forma, a grandes rasgos el extenso decaimiento de
P — T, que a menudo es monétono (S y M pueden ser muy sutiles) refleja la transicién de
estado 1 — 2. Siendo el transitorio SMT solo un episodio menor en la tendencia general
de disminucién de la fluorescencia. Los diferentes patrones de PSMT de las hojas superio-
res de las plantas y las algas pueden reflejar diferencias en la estructura y apilamiento de

la membrana tilacoide[72].

Actualmente no hay un consenso general de los fendmenos que conducen a la formacion
de los puntos S y M. Por un lado, Bradbury y Baker[89, 90] establecieron que el aumento
de SM bajo excitacién actinica débil, corresponde predominantemente a una disminucion
en qp (a medida que @ 4 se reduce) y un aumento en qnp (asociado a A pH). Por el contra-
rio, Sivak y cols.[91] y Horton [92] observaron una disminucién en el ApH durante esta

misma fase. La discrepancia probablemente se deba a las diferentes intensidades de luz
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actinica utilizadas en cada caso. La participacion de gp en el aumento de SM en las hojas
esta respaldada también por aumentos sincrénicos en las tasas de evolucion de O2[93] y

de la fijaciéon de CO2[94].

2.6.3. Fase MT

Como ya se menciond, en plantas superiores y algas, el transitorio SMT es menos evidente
(mds bajo) que el transitorio OPS y, a menudo, es solo una inflexién leve durante el decai-
miento mondtono de P — T. En plantas superiores y algas, la disminucion general de la
fluorescencia desde el pico P hasta el estado estacionario terminal T, va acompafiada de
aumentos algo retardados en la tasa de absorcién de CO5[95] y la tasa de evolucién de
0,[96]. Sin embargo, dado que el transporte electrénico fotosintético de ambos fotosiste-
mas depende en gran medida de la disponibilidad de sumideros (aceptores) de electrones
mas alld del PSI (por ejemplo, NADP*, ADP mds fosfato, CO, y O-), los patrones cinéticos
de fluorescencia de Chl a, evolucion de O, y absorcion de CO; son sélo cualitativamente
similares. Es decir, no se puede utilizar el decaimiento PSMT para predecir la evolucién o

absorcién de gases fotosintéticos o viceversa[72].

La desintegracion de MT en hojas de plantas superiores y cloroplastos se ha atribuido a qp
v qe (gqnp asociado a ApH), siendo qr mds importante a intensidades actinicas altas[89,
91, 92]. Esta asignacién se basa en la desaparicién de la fase MT en presencia de inhibi-

dores del ETC como DCMU vy el disipador de gradiente de pH, FCCP[93, 96].

En lineas generales, la comparacién de los patrones PSMT registrados en distintas plantas
superiores permite esbozar algunas generalidades con respecto al origen de estos feno-
menos. La adaptacién a la oscuridad general que las plantas y las algas pasen al estado
1 de alta fluorescencia. Por lo tanto, desde el inicio de la excitaciéon continua, el patrén
de fluorescencia en plantas y algas estd dominado por una transicion del estado 1 — 2
que produce una disminucién de la fluorescencia. Esta tendencia general se modula atin
mas por los procesos qp y qnp que son causados por la separacion de carga primaria en
el RC del PSII y el ETC subsiguiente, y la traslocacién de protones dependiente de dicho
transporte electrénico. Sus contribuciones relativas pueden variar dependiendo de las in-

tensidades de la luz de excitacion (que modulan, entre otros, el gradiente de pH generado)
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y del tamafio de los sumideros de electrones mas alla del PSI. Dado que las transiciones de
estado (1 — 2) son mads lentas en relacién con la separacion de carga primaria y el trans-
porte de electrones en el RC del PSII, los efectos de las transiciones de estado se hacen

evidentes solo después de P y a veces incluso después, segtin la iluminacion.

2.7. Fluorescencia Estacionaria

Uno de los métodos mas difundidos de la fluorescencia de clorofila a constituye el registro
del espectro de emision del material fotosintético que previamente fue adaptado a la oscu-
ridad por al menos 20 minutos. Dicho espectro se obtiene manteniendo la intensidad del
haz incidente suficientemente baja de forma tal de evitar la induccién de la fotosintesis, y
con ella la fluorescencia variable. De esta manera se obtiene un espectro de emision de la
hoja invariante en el tiempo. La fluorescencia registrada en estas condiciones es llamada
fluorescencia inicial, y se corresponde con la fluorescencia basal, F, registrada también

en la curva OJIP y la cinética de Kautsky.

El espectro de fluorescencia medido bajo estas condiciones a nivel del cloroplasto, de la
hoja o incluso de una cobertura vegetal, presenta una distribucion espectral caracterizada
por dos bandas. Una banda se ubica en la region del rojo del espectro electromagnético,
con un maximo de emisién alrededor de 685 nm y la otra se observa en la regién del in-
frarrojo cercano, con un mdximo a 735 nm aproximadamente[39, 97]. El PSI contribuye a
la emisidn correspondiente a la banda a 735 nm mientras que el PSII contribuye a la emi-
sién de ambas bandas de emisién. La relaciéon de intensidad de estas bandas (Fggs/F735)
proporciona informacién sobre el estado fisiologico de la planta. Dado que dicho cocien-
te es sensible a la poblacién relativa de fotosistemas I y II presentes en la hoja, ha sido
ampliamente correlacionado en la literatura con varios factores de estrés y el contenido
de pigmentos[98-103]. Debido a que la banda a 685 nm cae sobre la regién del rojo del
espectro electromagnético y la banda a 735 nm en la region infrarroja cercana, el cociente

de bandas se suele denominar comtinmente como Fred/Ffar—red-

A pesar de proporcionar informacién interesante, la medicién del espectro de fluorescen-

cia de clorofila presenta una fuerte desventaja. Debido al solapamiento de los espectros de
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FIGURA 2.10: Espectro de absorcién y fluorescencia de una muestra de cloroplastos y hoja
tipicas.

absorcion y emision en la region del rojo del espectro (Fig. 2.10), la fluorescencia roja es
reabsorbida por otras moléculas de clorofila antes de llegar al detector. En consecuencia,
la distribucién espectral registrada estd relativamente enriquecida en la regién del rojo
lejano, lo que conduce a subestimaciones de los cocientes de fluorescencia y todo para-
metro dependiente de la intensidad relativa de las bandas. El fenémeno de reabsorcion
en el interior de la hoja ha sido cuidadosamente abordado por el grupo de investigacion
de la Dra. M. Gabriela Lagorio, entre otros, y hoy en dia se dispone de un modelo y un
protocolo estandarizado que permiten estimar con precision los procesos de reabsorcién y
corregir dicho espectro de fluorescencia experimental[104-107]. Es importante notar que

los procesos de reabsorcion tienen que ser tomados en cuenta para sacar conclusiones fi-

sioldgicas apropiadas.

Para eliminar este efecto producido por la reabsorciéon de luz, los espectros de fluores-
cencia de una capa Opticamente gruesa, con transmitancia cero, se corrigieron segun el
modelo usado por Ramos y Lagorio [106] que se resume a continuacion. Este método se
ha aplicado con éxito para corregir los espectros de fluorescencia de las hojas[107, 108]),

hojas con morfologias superficiales no tradicionales[109], hojas con heterogeneidad de

coloracion[50, 109], frutas[110, 111] y flores[112].
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Correccion de fluorescencia estacionaria

El procedimiento de correccién utilizado estd basado en una descripcidn fisica de la inter-
accién de la luz con las hojas. Este modelo contempla la teoria Kubelka-Munk al considerar
las hojas como un sistema que ademas de absorber luz, la dispersan[113]. El modelo de
dos flujos tiene en cuenta las siguientes aproximaciones: i) Las hojas se comportan como
un dispersor ideal, y (ii) la emision de fluorescencia es producida en cada elemento de
volumen y se descompone en dos flujos de fotones, los cuales tienen la misma magnitud
pero direcciones opuestas. Un esquema que describe en lineas generales el modelo se pre-

senta en la Fig. 2.11.

104’

Jo—

J(x)

o
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FIGURA 2.11: Representacién de la capa de material absorbente y dispersante. La super-
ficie es iluminada en x = O.

El modelo fue validado en hojas comparando espectros de fluorescencia corregidos por los
procesos de reabsorcion con el espectro de fluorescencia de una capa delgada de cloro-
plastos donde los procesos de reabsorcién se consideran despreciables[106]. De acuerdo
con Kubelka-Munk, se consideran dos flujos, el flujo I en la misma direccidon que la luz
incidente y el flujo J en la direccién de la luz reflejada[113]. Ambos flujos se mueven en
direcciones opuestas y perpendiculares a la superficie irradiada. La atenuacion de ambos

flujos esta dada por:

dl(z) = —I(z) - (k+s)dx+ J(z)-sdx (2.35)

—J(x)=—=J(x)- (k+s)dx+ I(z)-sdx (2.36)
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donde k y s son los coeficientes de absorcién y de dispersidon de la muestra respectivamen-

te.

Luego el modelo considera el balance de energia sobre la muestra, en este caso, sobre las
hojas. Se supone que un haz de luz de intensidad I, incide directamente sobre la super-
ficie de las hojas produciendo el siguiente balance: Iy = Ir + I, + I , donde Iy es la
intensidad de luz reflejada y dispersada por la hoja, I, es la intensidad de luz absorbida
por las hojas e Ir es la intensidad de luz transmitida por ellas. Es condicién necesaria
del modelo utilizar un colchén de hojas, que impida la transmisién de luz a través de las

hojas. De esta manera, I =0y I, = [y — [gr[114].

Cuando se resuelven las ecuaciones diferenciales (Ec. 2.35 y Ec. 2.36) para una capa
de hojas suficientemente gruesa (transmitancia nula) y considerando ademads irradiacion

monocromatica, se obtiene la siguiente ecuacion:

F(R) = ——F—— = — (2.37)

Donde, R, es la reflectancia de un colchén de hojas (transmitancia cero) y F'(R) es la
funcién de remisién a una dada longitud de onda de emisidn y es una cantidad propor-
cional a la concentracién de cromoforo. Esta ecuacién vale inicamente si la transmitancia
es menor al 1% en todo el rango del visible, por lo que las medidas de reflectancia difusa
deben corresponder a una pila de hojas. R, se puede interpretar como la relacién entre el
flujo reflejado en la superficie y el flujo de luz incidente. La funcién de remision relaciona
la reflectancia medida con los coeficientes de absorcion, k, y de dispersion, s, de la luz que

son pardmetros tedricos necesarios para el modelo a continuacién[114].

Por otro lado, una muestra fluorescente también puede ser descompuesta en dos flujos de
fotones (i y 7). Para ello se considera que cuando un fluoréforo se encuentra en un medio
dispersivo, en este caso la clorofila a de la hoja, la emisién se produce en cada elemento

de volumen[113].
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df‘i(;:):_(kJrs).i bl +%.f(A).q>f.% (2.38)
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donde % es el flujo diferencial de fotones absorbidos por la especie emisora, f(\) es
la distribucion espectral normalizada de la emisién y ®; es el rendimiento cudntico de
fluorescencia verdadero. Los flujos i y j ahora son flujos de fotones emitidos por lo que
(i) no hay emision incidente a x =0, es decir i es cero a x = 0 y (ii) no hay emision en la
ultima capa porque es suficientemente gruesa, es decir j vale cero al final de la capa a x
= oo. Con estas condiciones, e integrando las Ec. 2.38 y Ec. 2.39, se obtiene el siguiente

flujo primario reemitido de radiacion:

JAx=0) = f(A)- (1_R)\0) Y(Ao, A) (2.40)
1

PY()\O,A) = F(R (Ry)+2)
L+ Frinds 1+ \/ Flny) (F(Rio =)

donde los simbolos A y \g representan las longitudes de onda de emision y excitacion,

(2.41)

respectivamente.

En la parte derecha de la Ec. 2.40 se ve como se relaciona el espectro verdadero de las
hojas (a la izquierda) con la distribucién espectral normalizada de la emisién (f(\)), el
rendimiento cudntico de fluorescencia verdadero (® ) y la intensidad de luz absorbida por
las hojas expresada como el producto de la intensidad del haz incidente, Iy, y la fracciéon
de luz reflejada (1 - R),) [106, 114]. La funcién gamma es una medida de la densidad de
pigmentos y las propiedades de dispersién de las hojas, al considerar tanto el coeficiente
de absorcion como el de dispersion. El espectro de emisién verdadero de las hojas surge
entonces de dividir la fluorescencia experimental por la funcién v(\g, \), que a diferencia
de los parametros a la derecha en la Ec. 2.40 es posible determinarla a partir medidas

experimentales (reflectancia difusa) [107].
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Yo = ——— (2.42)
202 T (Mo, V)

La condicion de transmitancia nula surge de que las ecuaciones diferenciales anterior-

mente descriptas no tienen una solucién unica y sencilla a menos que el grosor de la capa

dispersante y fluorescente pueda considerarse infinita.
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CAPITULO

Metodologia Experimental

El objetivo de este capitulo es introducir la metodologia experimental utilizada en esta
tesis para los distintos ensayos llevados a cabo. Se describen en detalle los protocolos
de medicién tanto para el andlisis espectroscépico y fotoquimico del material vegetal y
sistemas hibridos, como para la caracterizacién de las nanoparticulas. Por dltimo, se pre-
sentan los métodos estadisticos utilizados en esa tesis para evaluar las diferencias entre
muestras y controles, segtin corresponda. Se incluyen también, en algunos casos, marcos
teoricos breves, con el objetivo de relacionar la metodologia asociada a la técnica con los

parametros que se derivan de ella.

3.1. Crecimiento de plantas

Las plantas utilizadas en esta tesis, se obtuvieron por siembra de semillas en un bioterio
sencillo armado en los laboratorios. Se prefirié esta modalidad (frente a la compra directa
de plantas en vivero) para conocer con precisién la edad de las plantas. Adicionalmen-
te, se aseguro de este modo, que no hubiesen estado expuestas a pesticidas, herbicidas o
diferentes condiciones de crecimiento. Estos aspectos se cuidaron especialmente ya que
diferencias minimas durante el desarrollo de las plantas pueden conducir a diferencias
significativas en sus parametros fotosintéticos. Se eligieron especies de plantas que conta-
ran con hojas de buen tamafio, sin rugosidades o caracteristicas morfoldgicas peculiares,
de forma tal de facilitar las mediciones espectroscdpicas. Las semillas se sembraron en
tierra abonada, y luego de varias semanas, una vez alcanzado un tamafio adecuado, se
transplantaron los plantines a macetas individuales.

Se construyeron dos cajas de aclimatacién utilizando ldmparas del mismo tipo y poten-

cia, pero con diferente nimero de ldmparas (Fig. 3.1). Dependiendo del experimento en
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cuestion, se utilizaron una o las dos cajas de aclimatacién, con una capacidad de 10 plan-
tines cada una. Las irradiancias medias, obtenidas utilizando un medidor de energia, Field
Master, Coherent, fueron de 25 (baja) y 300 (media) pmol de fotones - m~2s~!. Ambas
camaras contaron con la misma distribucién espectral y un fotoperiodo de 12 a 16 horas,
segun requerimiento de la especie de trabajo. Se requirieron de dos a tres meses de desa-
rrollo para que las plantas adquiriesen un tamafio y un niumero de hojas adecuado para el
inicio de los experimentos. Previamente se registraron algunos parametros fotosintéticos
generales de modo de asegurar que la capacidad fotosintética de las plantas fuera maxi-

ma, lo cual es indicio de una buena salud general como punto de partida.

Temporizador
de iluminacién

Temporizador
. de Riego

FIGURA 3.1: Bioterio basico disefiado. La iluminaciéon de ambas cajas poseen la misma
distribucién espectral pero se diferencian en la intensidad.

3.2. Espectros de absorcion de pigmentos

Los extractos de hojas verdes contienen una mezcla de pigmentos entre los que se des-
tacan, Chl a, Chl b, y carotenoides (Cars). Los espectros de absorcidon de estos extractos
se caracterizan por la absorcién de Chl a y Chl b en la zonas azul y roja del espectro
electromagnético (Fig. 3.2 A), mientras que los carotenoides absorben ampliamente en la
region de azul (400 a 500 nm). La determinacion del contenido de pigmentos se reali-
za habitualmente por espectrofotometria, sobre extractos del material vegetal en acetona
80 % en volumen. Una muestra de planta homogeneizada con un solvente organico suele
ser turbia y debe filtrarse o centrifugarse para obtener una solucién completamente trans-

parente (ver Secciéon 3.3). La turbidez y la dispersién de la luz conducen a una mayor
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absorcién entre 400 y 800 nm, con un aumento leve pero continuo hacia longitudes de
onda mas corta. Esta es una condicién necesaria para evitar sobrestimacion en la cuanti-
ficacién de pigmentos, especialmente para Chl b y Cars. La ausencia de turbidez se puede
comprobar midiendo la absorbancia a 750 nm y 520 nm. Para un extracto de pigmento de
hoja completamente transparente, la absorbancia a 750 nm debe ser igual a cero, ya que
las clorofilas y los carotenoides no absorben en esta regién. Las lecturas de absorbancia a
520 nm para extractos de tejido vegetal verde deben ser menores al 10 % de la maxima
absorbancia asociada a las clorofilas en el rojo cerca de 670 nm (en acetona 80 %), como

se muestra en Fig. 3.2 A.

o
3 1.0 A — Extrac.to Hoja 160 1 —— Clorofila a
— Clorofila a — Clorofila b
= —— Clorofila b 140 A orotta
)] " Sa B caroteno
N 0.81 B caroteno g ~ 120+ —— Antocianinas
p— —
© g
100 A
£ 061 < §
o = - 80
=] N |
804 2T 60
O s §
g 7 40
2 0.2 b,
o 20
2
200 ' sS4 01
' 400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
A Espectros de absorcion de un extracto de hoja en acetona B Espectros de absorcion de los principales pigmentos de
80 % y espectros de clorofilas y carotenoides totales puros. las hojas. Los espectros se trazaron en términos de coefi-

ciente de extincién molar. Los maximos se ajustaron a los
valores reportados por Lichtenthaler (1987)[1].

FIGURA 3.2: Espectros de absorcidn tipicos y absortividades de clorofilas y carotenoides
de un extracto de hoja.

Las absortividades molares de los principales pigmentos fotosintéticos que se presentan en
la Fig. 3.2 B, han sido primeramente determinados por Lichtenthaler y cols.[1]. A partir
de ellos y de los valores de absorbancia a distintas longitudes de onda, es posible obtener
las ecuaciones que permiten la determinacion de la concentracion de carotenoides totales,

Chl a y Chl b en la solucién del extracto de tejido verde.

3.3. Cuantificacion de pigmentos

La cuantificacion espectroscopica de pigmentos, utilizada en la tesis, se basé en la ley

de Lambert-Beer, que relaciona la absorbancia de una solucién con la concentracién de
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cromoforos.

La determinaciéon del contenido de pigmentos de una muestra de hojas se realizé de la
siguiente manera. Las muestras de hojas se lavaron con agua destilada y se eliminaron
los nervios y peciolos. Los pigmentos vegetales fotosintéticos, clorofilas y carotenos, se
extrajeron con acetona al 80% v/v en agua, utilizando un mortero. Los extractos se fil-
traron utilizando un embudo y papel de filtro, y se centrifugaron durante 3 a 5 minutos
a 3000 RPM hasta que el sobrenadante fue completamente transparente. Una extraccién
exitosa se identifica claramente por el color marrén (no verdoso) de los restos vegetales
en el papel de filtro (Fig. 3.3 B). El sobrenadante, se trasvasé cuantitativamente a un ma-
traz apropiado, el cual se enrasé con acetona al 80% (Fig. 3.3 C). Luego, se tom6 una
alicuota de esa solucion y se registrd el espectro de absorbancia en el momento para evi-
tar degradacion de los pigmentos por luz ambiental. Las mediciones se realizaron con un
espectrofotémetro de doble haz (UV-3600 Plus, Shimadzu, Tokio, Jap6én) con cubetas de
cuarzo, de 1 cm de paso dptico, y se registr6 la absorbancia entre 200 y 800 nm. Se obtu-
vieron las concentraciones de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides totales
(Cars), de acuerdo a Lichtenthaler y Buschmann[2], utilizando las siguientes ecuaciones,

donde A; refiere a la absorbancia registrada a la longitud de onda 1.

Chla (/Lg/mL) = 12,25 Ag63 nm — 2,79 - A6a7 nm (3.1
Chl b (ng/mL) = 21,50 - Aga7 nm — 5,10 - Ag63 nm (3.2)
1000 - A470 nm — 1,82 - Chl @ — 85,02 - Chl b

3.3)

Car. totales (jug mL) = 198

- i

' $3p

A Recortes de hojas previo extrac- B Residuos vegetales luego de la ex- C Soluciones finales de los extractos

cién de pigmentos y calculo de area traccion de pigmentos. vegetales.
foliar.

FIGURA 3.3: Imagenes que muestran un procedimiento tipico de extraccién de pigmentos.

La concentracién de clorofilas se puede cuantificar con diferentes sistemas de unidades.
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Usualmente, se expresan en: mg Chl - m~2 de 4rea foliar (6 g Chl - em ™2 de 4rea foliar),
pg Chl - g~! de peso seco y mg Chl - g~! de peso fresco (menos adecuado que el peso
seco). En bibliografia se reportan estos valores mayoritariamente por area foliar, y no por
peso seco o fresco. Si los grupos estudiados no difieren visiblemente en el tamafio de las

hojas, la referencia mas apropiada es por area foliar.

El 4rea foliar de las hojas que posteriormente se utilizé para extraer los pigmentos, se
determiné adquiriendo imdgenes con un celular personal con cdmara, junto a una re-
ferencia como podria ser una regla o algun objeto de longitud conocida (Fig. 3.3A). A
continuacién, se procesaron estas imagenes con el programa Image J. Para ello, se ajustd
la escala utilizando la referencia, se aplicé un threshold apropiado y se calculé el area total
de las hojas. Por ultimo, se determinaron los cocientes en peso de los pigmentos, Chl a/b

y Chls/Cars.

3.4. Reflectancia de hojas

La reflectancia de las hojas medida a longitudes de onda desde el visible al infrarrojo
(400 - 2500 nm) estd controlada por diversas variables bioquimicas y fisicas, que incluyen
clorofila y otros pigmentos de las hojas, nitrégeno total, agua y la estructura interna y
superficial de las hojas[3]. Las caracteristicas de absorcién especificas para los pigmentos
y otros compuestos en plantas individuales dominan en el visible (400-700 nm) mientras
que a longitudes de onda larga (SWIR, 1500-2500 nm) se presentan bandas caracteristicas
de absorcion determinadas por las propiedades vibratorias y rotacionales de las moléculas

presentes, fundamentalmente agua (Fig. 3.4).

Como la absorbancia de los pigmentos en el infrarrojo cercano (NIR, 750-1300 nm) es
baja, la reflectancia en esa zona estd controlada por la estructura interna de la hoja[4].
La reflectancia NIR estd controlada por la relacién entre la superficie celular del meséfilo
y los espacios de aire intercelulares, debido a las discontinuidades refractivas entre estos
espacios de aire y las paredes celulares[5, 6]. Esta dependencia de la estructura conduce a
diferencias en la reflectancia NIR entre diferentes especies vegetales, segin su tipo de hoja

tanto por su grosor como por su composicién[3, 7, 8]. Los efectos del contenido de cloro-
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Visible IR cercano infrarrojo de onda corta
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FIGURA 3.4: Espectro de reflectancia esquematico de una hoja verde tipica (400-2500
nm).

fila sobre las propiedades dpticas de las hojas son los mas investigados, debido a su papel
fundamental en las reacciones de captacién de luz de la fotosintesis y su importancia fisio-
l6gica general. En la mayoria de las especies de plantas, los pigmentos de clorofila tienen
el efecto mas fuerte sobre la reflectancia visible de las hojas. Los espectros de absorcién
de la clorofila a y b se muestran en la Fig. 3.2 B junto con los espectros de carotenoides
(B-caroteno) y antocianinas. La clorofila absorbe fuertemente en las regiones espectrales
del rojo (650-700 nm) y azul (400-500 nm), con absorbancia méxima entre 660 y 680
nm y reflectancia maxima en longitudes de onda del verde (560 nm), lo que explica el
color verde de la vegetacién. Sin embargo, la absorcidon superpuesta de la presencia de
carotenoides en longitudes de onda azules a menudo impide que esta regién sea ttil en la
estimacion del contenido de clorofila[9]. Las antocianinas tienen un maximo de absorcion

en aproximadamente 530 nm, reflejando fuertemente luz de longitudes de onda largas

(rojo).

3.5. Indices espectrales

Los indices espectrales de vegetacién son parametros ampliamente utilizados para recu-

perar el contenido de pigmentos a partir de datos de reflectancia. Resultan muy utiles en
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la industria agricola en la cual se utilizan imdgenes satelitales para estimar el contenido

de clorofila de distintos cultivos[10].

El indice NDVI (indice de vegetacién de diferencia normalizada) presentado en la Ec. 3.4,
es uno de los indices mds utilizados para monitorear el porcentaje de cobertura verde
en un area, aunque esta relacion es en gran parte empirica[11]. En algunos casos, se ha
demostrado que el NDVI se correlaciona bien con la produccién primaria neta[12] y las
tasas fotosintéticas[13]. Sin embargo, el NDVI logra detectar cambios a largo plazo en
la fotosintesis. Aunque también se han detectado cambios menores en el NDVI debido
a variaciones en el tamafio de la reserva de pigmentos[14, 15], este indice se muestra

relativamente insensible a cambios sutiles o tempranos en la fotosintesis[16].

Rg00 nm — R680 nm

NDVI = (3.4

Rg00 nm + R680 nm

Se han propuesto también correcciones para este indice de modo de mejorar su correlacion
con el contenido de clorofilas, al reducir su dependencia con la estructura de la hoja. Sims
y Gamon[9] propusieron un indice NDVI corregido en el rojo lejano, al cual llamaron

mN Drg5 pero que actualmente es mas conocido como mNDVI (NDVI modificado).

R750 nm — R705 nm

mNDVI =
R750 nm T R705 nm 2- R445 nm

(3.5)

Si bien la mayoria de las investigaciones se han concentrado en la aplicacién de indices de
vegetacion o métodos estadisticos para determinar el contenido de clorofila, algunos es-
tudios también han investigado el modelado de carotenoides foliares de esta manera[17,
18]. Los principales desafios para modelar el contenido de carotenoides a partir de indices
espectrales, es la gran superposicién en los espectros de absorcién de clorofila y carote-
noides (Fig. 3.2 B), junto con la concentracidn relativamente baja de carotenoides en las
hojas, a excepcién de situaciones particulares de estrés 6 senescencia de las mismas. Gi-
telson y cols.[18] encontraron que la sensibilidad de la reflectancia reciproca al contenido
de carotenoides alcanza su punto maximo a 510 nm. En consecuencia, los autores formu-

laron el indice de reflectancia de carotenoides, donde se utilizaron bandas a 550 nm y 700
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nm para minimizar la influencia del contenido de clorofila. Afios mas tarde, Hernandez-

Clemente y cols.[19], corrigieron dichas bandas por otras cercanas con mayor sensibilidad

PRI = Hsstnm = K510 1 (3.6)
R531 nm + R570 nm

El indice PRI estima el contenido de carotenoides foliares, por ende también detecta las
fluctuaciones a corto plazo en el ciclo de la xantéfilas. De esta forma, mediante el re-
gistro del indice PRI se pueden observar respuestas fotoprotectoras asociadas al ciclo de
xantofilas, ya que la funcién principal de los carotenoides es la fotoproteccion. Como se
comentd en el Capitulo 2, altas irradiancias provocan una fuerte acidificacién en el lumen
del cloroplasto, lo que desencadena la conversion de violaxantina (Vx) en zeaxantina (Zx)
(mas detalles en Subseccién 2.1.4). Estos cambios en la composicion de los carotenoides
se traduce en cambios en la reflectancia a 531 nm y por ende en variaciones del PRI[20].
Se ha demostrado que este indice estd estrechamente relacionado con las proporciones
estacionales entre carotenoides y clorofila, y con la fotosintesis de las plantas[21, 22].
Sin embargo, también se encontré que el PRI se ve muy afectado por variaciones estruc-
turales[23, 24] por lo que tampoco es recomendable utilizarlo para comparar diferentes

especies o bien, regiones con muy diferente espesor de cobertura vegetal.

Por ultimo, es posible calcular indices especificos para clorofila a (PSN D,, en la Ec. 3.7)
y clorofila b (PSND, en la Ec. 3.8). Cada indice utiliza en su calculo, una banda de
infrarrojo cercano (800 nm) que minimiza los efectos de las interacciones de la radiacion
en la superficie de la hoja y las estructuras internas del mesofilo, como sugirieron Pefiuelas
y cols.[25]. Las longitudes de onda de 675 y de 650 nm corresponden a los maximos
de absorciéon de Chl a y Chl b respectivamente, y se emplean en el célculo siguiendo la
sugerencia de Chapelle[26]. De esta manera, los indices proporcionan una medida de
la intensidad de absorcién del pigmento en las hojas relativa a la meseta del infrarrojo
cercano altamente reflectante. Blackburn[27] ha encontrado que existen relaciones fuertes

y exponenciales entre PSND, y Chl a (R?> = 0,90) y PSND; y Chl b (R? = 0,91).
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Rg00 nm — Re75 nm

PSND, = (3.7)
Rg00 nm + Re75 nm

PSND, = Rg00 nm — Re50 nm (3.8)

Rg00 nm + Re50 nm

Luego,en la regiéon del infrarrojo de onda corta, SWIR, las bandas de absorcion de agua
estan ubicadas en 1450 y 1950 nm, con caracteristicas mas débiles presentes en 980 y
1150 nm, tal como se indica en la Fig. 3.4. Sin embargo, variaciones asociadas al conteni-
do de agua también pueden manifestarse en el visible y en el NIR [7]. Esto probablemente
se deba a la descomposicién de los pigmentos inducida por el estrés, por ejemplo, en el
espectro visible, y los cambios en las propiedades refractivas de las células en el meséfilo

que afectan la dispersion interna en el NIR.

Se utilizaron tres indices de relacién simple asociados con el contenido de agua, el indice
de agua (WI, en la Ec. 3.9)[28], el indice de agua de la hoja (LWI, en la Ec. 3.10)[29] y
el indice de estrés por humedad (MSI, en la Ec. 3.11)[30]. Todos ellos utilizan las bandas
principales de absorcién del agua a 970, 1200, 1450 y 1950 nm[31]. En lineas generales,
estos indices de agua se basan en una relacion entre la reflectancia a una longitud de onda
de referencia donde el agua no absorbe y una longitud de onda donde el agua absorbe. Por
ultimo, un indice analogo al NDVI para clorofilas, es el indice de diferencia normalizada
de agua (NDWI, en la Ec. 3.12)[32]. A diferencia de los demas indices de agua simples,
en el NDWI se normaliza la diferencia de las reflectancias a una longitud de onda donde

el agua absorbe y otra en donde no.

Rooo nm
WI=—"—— (3.9)

Ro70 nm

_ R1300 nm
W[ = —+— (3.10)

Ri1450 nm

_ R1600 nm
MS] = ——"" (3.11)

Rg20 nm

Rg57 nm — R1241 nm

NDWI = (3.12)

Rg57 nm + R1241 nm

Los espectros de reflectancia difusa se registraron para una capa épticamente gruesa com-

puesta por varias hojas (4 - 5 hojas) de modo que la transmitancia fue ~ O en toda la
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regién del visible. Para ello se usé un espectrofotémetro (3101PC, Shimadzu, Tokio, Ja-
pon) equipado con una esfera integradora (Shimadzu ISR-3100), para lo cual se utilizd
sulfato de bario para ajustar el 100 % de reflectancia. La correccién por linea de base se
realizé colocando el sulfato de bario en la posicion de muestra y en la posicién de referen-
cia. Luego, se retir6 el sulfato de bario de la posicion de muestra y en su lugar se colocaron
las hojas o colchones de hojas para determinar los espectros de reflectancia difusa. Los es-
pectros de transmitancia se realizaron manteniendo los portamuestras con sulfato de bario
tanto en la posicion de muestra como en la posicion de referencia y colocando las hojas

en la ventana de entrada de la esfera.

3.6. Fluorescencia estacionaria de hojas intactas

El registro de la distribucion espectral de la fluorescencia inicial, se llevé a cabo en forma
estacionaria sobre la cara adaxial de las hojas usando un espectrofluorémetro QuantaMas-
ter 400, PTI-Photon Technology International-Brunswick, EE. UU., en geometria de front
face con un dngulo de 60 °. Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente sobre
hojas recién cortadas y adaptadas 20 minutos a la oscuridad. Las hojas fueron previa-
mente cortadas y lavadas, y luego dispuestas en un recipiente con un pequefio trozo de
algodén humedecido con agua Milli-Q para evitar que se secaran durante el tiempo de la
medicion. De forma de obtener una capa suficientemente gruesa con transmitancia nula,
se registraron los espectros de fluorescencia de una pila de dos o tres hojas. La longitud
de onda de excitacién se establecid en 460 nm (maximo en los espectros de excitacién).
Los espectros de emision se registraron entre 600 y 800 nm y se corrigieron mediante la
respuesta del detector a cada longitud de onda. El flujo de fotones utilizado fue inferior a

2571 en todos los casos, evitando la induccién de la fluorescencia

20 pmol de fotones - m™
variable. De esta forma, todos los aceptores de electrones pueden considerarse abiertos y
la fluorescencia medida corresponde a la fluorescencia inicial (F). Para lograr estas con-
diciones, se utilizé una apertura del monocromador de excitaciéon de 0,25 - 0,50 mm que
corresponde a 1 - 2 nm, de modo que la distribucién espectral de las hojas fuera invaria-

ble después de repetidos registros de los espectros de fluorescencia. Este procedimiento se

realizo para 5 6 6 hojas por planta y muestra.
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Para corregir los espectros por procesos de reabsorcion de luz, se registraron los espectros
de reflectancia y transmitancia, utilizando un espectrofotometro (3101PC, Shimadzu, To-
kio, Japon) equipado con una esfera integradora (Shimadzu ISR-3100). Se utilizé sulfato
de bario para el ajuste del 100 % de reflectancia. Los espectros de reflectancia y transmi-
tancia se obtuvieron en el intervalo de 400 a 800 nm. El registro de la transmitancia sea
realizdé para corroborar muestra a muestra, que la misma estuviese por debajo del 1% lo

cual es requisito para la validez del modelo de correccién por reabsorcion de luz.

3.7. Fluorescencia estacionaria en solucion

El registro de la emisidn fluorescente de soluciones o suspensiones se llevé a cabo en una
cubeta de 1 cm de paso dptico en geometria de 90 grados utilizando un espectrofluoré-
metro QuantaMaster 400, PTI, (EE.UU.). Cuando la concentracion de los cromoforos en
solucién es demasiado alta, no es posible asumir una relacién lineal entre la intensidad
de fluorescencia y la concentracion de cromoforo, y es necesario corregir los espectros de
fluorescencia obtenidos. La intensidad de fluorescencia medida es proporcional a la absor-
bancia del croméforo y por ende a su concentracion, solo hasta una absorbancia de 0,05.
Estas intensidades distorsionadas pueden corregirse aproximadamente por los efectos del
filtro interno de la siguiente manera. Dada una muestra que posee una absorbancia signi-
ficativa en las longitudes de onda de excitaciéon y emisiéon, A., y Aen, respectivamente, se
produce una atenuacién de la excitacién y la emisién en 10~0:°04ez y 10=0:504em | respecti-
vamente[33]. La atenuacién debida a la absorcion de la luz incidente se suele denominar
efecto de filtro interno primario, y la absorcidon de la luz emitida se denomina efecto de
filtro interno secundario. Finalmente, la intensidad de fluorescencia corregida viene dada

aproximadamente por:

Aex+Aem

Fcorr = Lexp 10 2 (313)

Por lo tanto, los espectros de fluorescencia experimentales de cloroplastos y/o nanopar-
ticulas con absorbancia > 0,05; se corrigieron por efectos de filtro interno utilizando la

Ec. 3.13.
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3.8. Cinética de Kautsky y curva PSMT

La fluorescencia variable se investigé utilizando un fluorémetro de pulso modulado (Han-
satech Instruments, FMS1). Dicho fluorémetro posee dos fuentes de luz diferentes, un haz
de luz de iluminacion de la muestra que puede ser saturante o actinica, y el haz de me-
dicién modulado que es de baja intensidad (no induce fotosintesis). El haz de excitaciéon
modulado (594 nm) induce una sefial de fluorescencia modulada. El haz de modulacion
utiliza pulsos de muy corta duracién (1,8 us) con largos periodos de inactividad entre
pulsos. De esta manera, la cantidad integrada de radiacién incidente sobre la muestra es
menor que 0,05 pmol de fotones - m~2s~!, evitando cambios fisiolégicos significativos en
la muestra durante las mediciones. Adicionalmente, el equipo posee un dispositivo su-
plementario con un sensor de radiacién fotosintéticamente activa incidente (PAR) y de
temperatura. Se utilizd este dispositivo para conocer la intensidad de la luz incidente so-
bre la hoja en unidades de pmol de fotones - m~2?s~! y asi calibrar el equipo. El pulso
de saturacion (luz halégena) utilizado, tuvo una duracién de 0,5 s con una intensidad de

2700 pmol de fotones - m~2s~!. La luz actinica fue proporcionada por la misma fuente

de luz halégena, con una intensidad variable entre 0 y 1039 pmol de fotones - m2s7!,

segun el protocolo especifico utilizado.

Cabe sefialar que los equipos para el registro de la cinética de Kautsky y la curva OJIP,
cuentan con clips de medicién especificos muy similares entre si. Este clip de hojas se uti-
liza no solo para la medicion sino para la adaptacion a la oscuridad. Los clips de hojas son
pequertios y ligeros, y se conectan directamente a la punta de la la fibra dptica conectada
al equipo. El clip de hoja en si tiene una pequefia placa de obturaciéon que debe cerrar-
se sobre la hoja cuando se coloca el clip de modo que se excluya la luz ambiental y se
produzca la adaptacién a la oscuridad. El cuerpo de los clips esta fabricado con plastico
blanco para minimizar los efectos de la acumulacion de calor en la hoja durante el tiempo
en que el clip estd en su lugar. La seccion del anillo de ubicacién del clip que interactia
con el adaptador de fibra dptica también esta construida de plastico blanco. La muestra
descansa sobre una almohadilla de espuma mientras estd en el clip para minimizar el da-
fio a la estructura de la muestra, muy importante en hojas con alto contenido de agua (p.

Ej. en plantas suculentas). La placa del obturador debe cerrarse para excluir la luz de la
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muestra durante la adaptacién a la oscuridad. Durante dicha adaptacion, todos los centros
de reaccion se oxidan completamente y permanecen abiertos (ver Subseccién 2.4.4 para
mas detalle). A continuacion, en la Fig. 3.5, se muestra una imagen donde se observa el

clip, el obturador, la fibra éptica y la planta cuya cinética de Kautsky se registrara.

Clip Abierto +
Detector Conectado
(medicion en curso)

Clip Cerrado “ Fibra optica del
(adaptacién a oscuridad) fluorémetro PAM

FIGURA 3.5: Adaptacion a la oscuridad y medicién de la cinética de Kautsky utilizando el
clip provisto por el fluorémetro de pulso modulado (Hansatech Instruments, FMS1).

Tres protocolos de medicién diferentes se utilizaron durante esta tesis, segun las nece-
sidades especificas en cada sistema de trabajo. El primer protocolo consistié en aplicar
una sola luz actinica por un periodo largo de 30 minutos y luego de apagarse se registro
la recuperacion del NPQ. El segundo protocolo, consistié en aplicar una sola luz actinica
hasta alcanzar estabilizacion de la fluorescencia, usualmente unos 10 a 20 minutos segun
la intensidad de la luz actinica aplicada. En el tercer protocolo se aplicd, en cambio, una
serie de tres luces actinicas de creciente intensidad (baja, media y alta). Cada luz actinica
se mantuvo encendida el tiempo necesario para la estabilizacién de la fluorescencia, lo

cual fue previamente estandarizado para automatizar su registro.

El primer protocolo experimental utilizado se detalla en la Fig. 3.6. Previamente se adap-
taron las hojas a la oscuridad por al menos 20 minutos utilizando el clip del equipo. Luego,
se comenzg el registro de la sefial de fluorescencia minima de las muestras adaptadas a la
oscuridad (F) con el haz de modulacién durante 20 segundos. A continuacién, se aplicd

el pulso de saturacién (PS), registrando la fluorescencia méaxima (Fy1). Después de per-
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mitir que la fluorescencia se estabilizara durante 30 segundos, se encendié la luz actinica
(LA) durante un total de 30 minutos. Las intensidades de LA utilizadas fueron: 0, 41, 93,
175, 287, 429, 602 y 1038 pmol de fotones - m~2s~!). Durante la iluminacién actinica
y cada 5 minutos, se aplicé un PS, registrando asi la maxima fluorescencia en el estado

adaptado a la luz (Fy").

Luz actinica (LA) recuperacion del NPQ
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FIGURA 3.6: Protocolo tipico de medicion de la Cinética de Kautsky y la etapa de recupe-
racion de NPQ subsiguiente.

Después de 30 minutos, se apagd la LA y se registr6 la etapa de recuperacién del NPQ
durante casi 50 minutos, en los que se aplicaron 11 pulsos de saturacién a intervalos
de tiempo no regulares. De esta forma, fue posible estimar los diferentes componentes
del NPQ. Para ello se requiere aplicar pulsos de saturacion, pero como en esencia es una
etapa oscura se deben aplicar la menor cantidad de pulsos necesarios para estimar correc-
tamente los parametros. Previo a realizar cualquier estudio de la cinética de Kautsky y
la recuperacion del NPQ de un material fotosintético, se deben encontrar las condiciones
optimas de medicion. En este caso, el protocolo 6ptimo, y general para una variedad de
especies de hojas, es el detallado aqui con una duracion total de 70 minutos, representado

en la Fig. 3.6.

El segundo protocolo se representa esquematicamente en la Fig. 3.7 y consistié simple-
mente en adaptar la hoja a la oscuridad, luego aplicar un pulso saturante el cual produce
un pico de fluorescencia maxima (Fy;), posteriormente se aplica una luz actinica media

y se deja estabilizar la fluorescencia hasta un valor estacionario (Fg). Una vez alcanzado
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ese punto, se aplica un pulso de luz saturante que produce un pico de fluorescencia, Fy;'.
Adicionalmente se aplica un pulso de luz infrarroja que permite excitar diferencialmente
el PSI por lo que permite oxidar los transportadores medios de electrones y alcanzar un

estado similar al adaptado a la oscuridad, cuya fluorescencia se denomina F{.

Luz actinica
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FIGURA 3.7: Protocolo de medicién de la Cinética de Kautsky para una determinada luz
actinica.

Un dltimo protocolo se representa en Fig. 3.8. En dicho protocolo se aplicé una serie de
tres luces actinicas de creciente intensidad. Cada LA se aplica durante el tiempo necesario
para su estabilizacién, previamente estandarizado para la muestra de hoja en cuestién. A
mayor LA, mayor es el tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario en general.
Al final de cada etapa de iluminacién actinica se aplicé un pulso de saturacién y luego
se incremento la luz actinica. Con este protocolo fue posible determinar multiples para-
metros de aclimatacién actinica (rendimientos cuanticos y quenching fotoquimico y no
fotoquimico) a diferentes LA, de manera rdpida. En los ultimos dos protocolos no es posi-
ble determinar individualmente los componentes del NPQ, y solo es posible determinar el
NPQ total para cada LA.

Cabe destacar una limitaciéon de adquisiciéon de datos del FMS1 (fluorémetro de pulso
modulado). Este equipo puede adquirir datos de fluorescencia por un maximo de 50 mi-
nutos aproximadamente. Como el protocolo de la Fig. 3.6 tenia una duracién mayor a 60
minutos, se opt6 por utilizar una opcion del software donde no se adquieren datos por un
dado periodo segtin lo programado. De esta manera, el registro de la fluorescencia solo se

adquirié inmediatamente antes y después de los pulsos de saturacién, durante los cuales
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Intensidad luz actinica (umol fotones m*s*)
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FIGURA 3.8: Protocolo de medicion de la Cinética de Kautsky para un conjunto de luces
actinicas aplicadas en serie.

se obtiene la informacién necesaria para calcular los pardmetros derivados de dicha curva
(detalles en Subseccion 2.4.2). De esta forma se redujo considerablemente la cantidad de
datos que adquiere el equipo, y fue posible entonces registrar la intensidad de fluores-
cencia durante el decaimiento PSMT. La curva PSMT se registré durante los primeros 5
a 10 minutos de iluminacién actinica, sin saturar la memoria del FMS1. Finalmente, los
decaimientos se promediaron entre las réplicas para un mismo tratamiento luminico. Tan-
to para la cinética de Kautsky como para la curva PSMT se utilizaron las mismas curvas

empleando los protocolos descriptos anteriormente.

3.9. Transiente OJIP

Las curvas de induccién rapida de fluorescencia de clorofila (OJIP) se registraron con un
Plant Efficiency Analyser (Handy-PEA, Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido). La curva
OJIP se indujo sobre una hoja adaptada a la oscuridad por 20 minutos utilizando el clip

provisto por el equipo (similar al clip en la Fig. 3.5).

Cada transitorio de fluorescencia fue inducido por un led rojo (maximo a 650 nm) a 3000
pmol de fotones - m~2s~! cuya intensidad es suficiente para asegurar el cierre completo
de los centros de reaccién del PSII y asi obtener la verdadera intensidad de fluorescencia

maxima en Fy; in vivo). La determinacion se realizd sobre una hoja intacta previamente

adaptada a la oscuridad. Las sefiales de fluorescencia se registraron en una exploracion
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de tiempo de 50 us a 1 s para caracterizar completamente el transiente. La cuantificacion
de los transitorios de fluorescencia se realizé de acuerdo con los parametros y modelos
descriptos en el capitulo anterior en la Seccién 2.5. Un resumen detallado de los pardme-
tros derivados del transiente OJIP, las ecuaciones correspondientes y sus definiciones se

encuentran en el Apéndice A.

3.10. Caracterizacion fisicoquimica de los nanomateriales

3.10.1. Microscopia Electronica

La microscopia electrénica es ampliamente utilizada para la caracterizacién de sélidos.
A partir de la termoionizaciéon de un filamento metalico, generalmente de tungsteno, se
genera un haz de electrones que mediante lentes magnéticas se enfoca sobre la muestra.
Esta disposicion se utiliza tanto en microscopia electrénica de barrido (SEM) como en mi-
croscopia electrénica de transmisiéon (TEM). La diferencia entre estas técnicas reside en la
energia del haz, el método de deteccidn y la procedencia de los electrones que se detectan,

por lo que la informacién que puede extraerse de las micrografias obtenidas es diferente.

Cuando los electrones inciden sobre una muestra se producen distintos tipos de interac-
ciones, resumidos en la Fig. 3.9. Los electrones retrodifundidos se generan por choques
elasticos entre los electrones del haz y la superficie. Por choques ineldsticos pueden emi-
tirse electrones de las capas externas de los &tomos de la muestra, llamados secundarios,
o electrones de capas mads internas que generan emision de rayos X o de electrones Auger.
El haz de electrones también puede atravesar la muestra (haz transmitido). Si la muestra

es cristalina pueden observarse fenémenos de difraccion de electrones.

Microscopia electronica de barrido

En la microscopia electrénica de barrido, mas conocida por sus siglas en inglés, SEM, se
enfoca un haz de electrones con energia de 1 a 50 keV sobre la muestra y se examina un
area determinada. En esta técnica se detectan los electrones retrodifundidos o electrones
secundarios, y a partir de ellos se genera una imagen de la topologia de la superficie.
Algunos microscopios SEM presentan la posibilidad de realizar espectroscopia de rayos X

(EDS). Esta técnica requiere de energias de haz mayores a 10 keV, y se detecta la emisién
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FIGURA 3.9: Interacciones de un haz de electrones con la muestra en microscopia elec-
trénica.

de rayos X de los componentes de la muestra, cuya energia depende de la especie atémica.
Por lo tanto, puede analizarse cualitativamente la composicién de la muestra y la distribu-

cién de distintos elementos en una zona determinada.

Las imagenes SEM fueron adquiridas con un microscopio Zeiss DSM 982 GEMINI (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemania) perteneciente al Centro de Microscopias Avanzadas (CMA)
de la FCEN-UBA, operado por la técnica a cargo del mismo, la Dra. Claudia Marchi. Este
microscopio emplea un cafién de emisién de campo y un detector de electrones secunda-
rios. Se emple6 un voltaje de aceleracion entre 5 y 20 kV dependiendo de la muestra a

estudiar.

En este microscopio se realizaron observaciones de las caracteristicas superficiales de las
nanoparticulas. Las muestras se prepararon depositando gotas de una suspension relativa-
mente diluida del material, sobre una oblea de silicio apoyada en un taco de aluminio. Las
micrografias obtenidas fueron analizadas mediante el programa Image J, para determinar

asi la distribucién de tamafio de particula y el tamafio promedio.

Microscopia electronica de transmision

En la microscopia electréonica de transmision (TEM), se detectan los electrones transmi-

tidos, que pasan a través de una muestra muy delgada. Dado que la imagen se genera
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por contraste, las zonas donde el haz de electrones interactia con la muestra se ven mas
oscuras. Si la muestra es cristalina, puede observarse también un efecto de difraccion de
los electrones en la imagen, siendo posible el registro de las distancias interplanares de la
estructura. Los electrones se aceleran por un potencial caracteristico del equipo, viajan a
través de una camara de vacio e inciden sobre la muestra, que debe ser delgada (espesor

menor a 200 nm).

Las muestras que pueden observarse directamente en un TEM son muestras de cortes ul-
trafinos de tejidos o materiales, o bien, suspensiones de nanomateriales. Cuando la mues-
tra posee suficiente contraste dado por su composicién, no es necesario tefiir la muestra
con acetato de uranilo. Este es el caso en muestras compuestas por &tomos o iones de alto
peso atémico, como por ejemplo Au 6 Ag. Si la muestra estd compuesta principalmente
por atomos del segundo o tercer periodo, el contraste de la muestra es muy pequeiio con
respecto a la grilla que la sostiene, y se utiliza acetato de uranilo para aumentar el con-
traste de la imagen. Como este compuesto difunde por toda la muestra pero no ingresa
dentro de la nanoparticula, el contraste se invierte. De esta forma, la imagen caracteristica
de una microscopia TEM con tincidn negativa como es este caso, posee un fondo oscuro y

la muestra se observa con claridad.

Las muestras con buen contraste se depositan directamente sobre una grilla de cobre
recubierto con Forward Carbon de 300 mesh. La muestra se deja unos pocos minutos
y luego se seca cuidadosamente el exceso de solucion con un papel. Para muestras de bajo
contraste se agrega una gota de acetato de uranilo y se deja 1 minuto para que se lleve a
cabo la tincidn. Las imdgenes finales se analizaron posteriormente utilizando el programa
Image J. Utilizando este programa se ajusto la escala, se aplico un thereshold adecuado y
se calculé el area de todas las particulas. Luego, se estim6 el diametro considerando las
particulas como esféricas.

Se han obtenido micrografias TEM utilizando dos equipos distintos:

= Microscopio de Transmisiéon EM301 operado a 60kV, con una resolucion del orden

de 5 nm, perteneciente al Centro de Microscopias Avanzadas (CMA) de la FCEN.

= Microscopio de Transmision Philips CM 200 Super Twin operado a 200kV, pertene-
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ciente al Laboratorio de Microscopia Electréonica del Departamento de Materiales de

la Comisién Nacional de Energia Atdmica (CNEA) de Constituyentes.

= Microscopio de Transmision JEOL, modelo JEM-1010, operado a 100 KV, pertene-

ciente a la Universitat Politécnica de Valéncia.

3.10.2. Difraccidn de rayos X

La difraccion de rayos X (DRX), es una técnica analitica que proporciona informacién acer-
ca de la identificacidon de la estructura y fase de materiales cristalinos. La tecnologia DRX
puede ser usada para identificar cristales de forma unitaria y revelar su estructura. Es posi-
ble entonces identificar los cristales presentes en una mezcla, por ejemplo la composicién
de magnetita (F'e304) y maghemita (7 — FeaO3) en una muestra de nanoparticulas mag-
néticas de 6xido de hierro. La difraccion de rayos X es una de las técnicas mds utilizadas
dentro de la caracterizacion de materiales. Esta técnica estd basada en la interaccion entre
una onda electromagnética del rango de los rayos X y la muestra a estudiar. Los rayos
X son producidos mediante la aceleracién de electrones desde un catodo hacia un blan-
co metalico (anodo), por medio de alto voltaje. Los electrones acelerados chocan con los
atomos del metal utilizado como blanco, removiendo electrones de niveles internos y oca-
sionando que electrones de niveles superiores cubran los lugares vacantes, emitiendo asi,
fotones de rayos X. Los rayos X que se generan de esta forma, se utilizan para bombardear

muestras cristalinas y asi obtener su patrén de difraccién de rayos X.
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FIGURA 3.10: Representacién esquemadtica de la ecuacién de Bragg para un cristal.

En una muestra completamente cristalina, los 4tomos se encuentran agrupados de forma
periddica y ordenada, por lo que al recibir esta radiacién, son dispersados en todas di-
recciones, produciendo fenomenos de interferencia, tanto constructiva como destructiva.

La mayor parte de las dispersiones son del tipo destructivo, canceldndose entre si, pero
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en determinadas ocasiones, debido a la periodicidad de los atomos, puede ocurrir que las
ondas dispersadas se encuentren en fase y se refuercen, dando origen al fendmeno de di-
fraccion. Esto se cumple cuando los rayos X difractados por planos paralelos separados por
una distancia d, presentan una diferencia de camino recorrido igual a un ntimero entero
de la longitud de onda del haz incidente. Esto se traduce matemdticamente como la ley

de Bragg (Ec. 3.14).

nA=2-dp, - sen(0) (3.19)

donde dj, ;,; son las distancias entre planos del cristal, que estdn matemadticamente rela-
cionadas con la celda unitaria del cristal mediante férmulas simples para cada estructura
cristalina (por ejemplo, en el caso de un sistema cubico dj ; = a/Vh? + k% + [2, siendo
a el tamafio de la celda unitaria). El sufijo (h,k,]) corresponde a los indices de Miller, que
identifican cada reflexién en los planos y a continuacion, se nota dy, ;; como d para sim-

plificar la notacion.

Para monocristales, la difraccion es un evento organizado en el que el cristal y el haz de
rayos X incidente deben configurarse de modo que se cumpla la ley de Bragg y se produzca
la difraccion. Si no se cumple la condicion, el cristal debe rotarse, de modo que el angulo
f sea igual al dado por la ley de Bragg. Con las muestras de polvo, dicha rotacién no es
esencial para la difraccién, debido a que una muestra de polvo de un solo material con-
siste en muchos pequefios cristalitos (tipicamente de 1 a 10 um idealmente imperfectos)
compactados en un polvo en el que todas las orientaciones de los cristalitos son igualmen-
te probables. Una muestra con estas caracteristicas donde los cristalitos estan orientados
aleatoriamente entre si, se denomina policristalina. Por ende, si hay muchos cristalitos
en orientaciones aleatorias, para cualquier espaciamiento d dado del cristal, digamos d,
habrd una cantidad de cristalitos a una dada orientacién con angulo #; respecto al haz
incidente, que satisface la ley de Bragg para planos separados d; (Ec. 3.14). En total, un
cono de rayos difractados, con un dngulo de semivértice de 2 -6, (siendo 6 el dngulo entre
el haz incidente y los planos d, mientras que 2 6 es el angulo entre los haces incidente y

difractado) se produce y puede ser finalmente detectado.
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Simultdneamente, también habra por casualidad una serie de cristalitos en una orienta-
cién con un angulo 6 con respecto al haz incidente, que también satisface la ley de Bragg
para planos espaciados ds. Esto producird otro cono de rayos difractados con un dngulo de
semi-vértice 2 -,y asi sucesivamente para ds, dg4, etc. Estos conos cruzaran posteriormente
una placa fotografica plana formando circulos, conocidos como anillos de Debye-Scherrer.
Siendo la muestra policristalina, se forman sucesivos anillos correspondientes a una orien-
tacién dada de los critalitos[34]. A diferencia de un monocristal en donde se observarian
puntos segun su estructura cristalina y no anillos. En sintesis, para cada cristalito es posi-
ble aplicar la ley de Bragg y la sefial resultante posee informacion respecto a la estructura

de los cristales que componen dicho polvo, asi como sucede en monocristales.

Luego, las sefiales que se generan debido a la distribucién de la densidad electrénica de
los cristalitos se observan en la escala de 20° y 90° generalmente, ya que las distancias
sobre las cuales se produce la difraccién son escalas atémicas del orden de los A. Estos
difractogramas se suelen denominar a dngulos altos. Luego, a bajos angulos (0.2° y 5°) es
posible obtener informacidn de la superficie de las nanoparticulas, la estructura del polvo,
o bien de los poros nanométricos de un material mesoporoso, entre otros.

En esta tesis se han realizado determinaciones para altos angulos, por lo que los DRX ob-
tenidos dependeran de la composiciéon del material, la fase cristalina presente y el tamafio
de los cristales. Luego, para muestras con patrones DRX con bandas suficientemente es-
trechas, es decir, con alta cristalinidad, se utilizé la ecuacién de Scherrer (Ec. 3.15) para

aproximar el tamafio de cristalita (1.)[35]:

0,9-A
L_ )

= — 3.15
B - cos0 ( )

donde X es la longitud de onda de los rayos X incidentes, en este caso corresponde a ra-
diacion K — « de cobre con una energia de 8.04 €V, la cual corresponde a una longitud de
onda de rayos X de 1.5418 A. Luego, B es el ancho a media altura del pico de difraccién
correspondiente al angulo € corregido por el ancho instrumental. Es importante recalcar
que los valores hallados a través de esta ecuacién constituyen una estimacion debido a

la configuracién empleada para la medida, y sirven para marcar tendencias pero no para
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obtener valores absolutos de tamafio de particula[36].

Respecto a la configuracién instrumental y el equipo utilizado, se registré DRX en modo
de incidencia rasante, donde el sustrato se encuentra fijo a un dado angulo y tinicamente
rota el detector. Esto hace que el haz irradie una zona mds amplia de la muestra y penetre
en ella sin impactar sobre el sustrato, permitiendo maximizar la sefial. Las medidas se rea-
lizaron en intervalos acordes a las fases cristalinas posibles para cada material en general
entre 20° y 70°, en un equipo Siemens D5000 perteneciente al INQUIMAE, FCEyN, UBA;

utilizado por la técnica a cargo del mismo, la Lic. Gabriela Castro.

3.10.3. Dispersion dinamica de luz

La dispersion de luz dindmica (DLS, también conocida como espectroscopia de correla-
cién de fotones o dispersion de luz cuasi eldstica) es una de las técnicas de dispersion
de luz mas populares porque permite determinar tamafios de particulas no fluorescentes
en suspension. Las aplicaciones tipicas son emulsiones, micelas, polimeros, proteinas, na-
noparticulas o coloides. El principio basico es simple: la muestra se ilumina con un haz
proveniente de un laser y las fluctuaciones de la luz dispersa se detectan en un angulo de

dispersion conocido § mediante un detector de fotones rdpido.

La DLS se basa en el movimiento browniano de particulas dispersas. El principio del mo-
vimiento browniano es que las particulas chocan constantemente con las moléculas de
solvente. Estas colisiones hacen que se transfiera una cierta cantidad de energia, lo que
induce el movimiento de particulas. La transferencia de energia es mas o menos constante
y, por tanto, tiene un mayor efecto sobre las particulas mas pequeiias. Como resultado, las
particulas mas pequefias se mueven a velocidades mas altas que las particulas mas gran-
des. Si se conocen o estiman todos los deméas pardmetros que influyen en el movimiento
de las particulas, es posible determinar el didmetro hidrodinamico midiendo la velocidad

de las particulas.

La relacion entre la velocidad de las particulas y el tamafio de las mismas viene dada por
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la ecuacion de Stokes-Einstein (Ec. 3.16).

kp-T

D=_—"8"~%__
6-m-v-Ry

(3.16)

donde D es el coeficiente de difusion de traslacion, kg la constante de Boltzmann, v la
viscosidad y Ry el radio hidrodindmico. Ademads, la ecuacién incluye la viscosidad del
dispersante y la temperatura porque ambos pardmetros influyen directamente en el mo-
vimiento de las particulas. Un requisito basico para la ecuacion de Stokes-Einstein es que
el movimiento de las particulas debe basarse tinicamente en el movimiento browniano. Si
hay sedimentacién, no hay movimiento aleatorio, lo que daria lugar a resultados inexac-
tos. Por lo tanto, el inicio de la sedimentacién indica el limite de tamafio superior para
las mediciones de DLS. Por el contrario, el limite de tamafio inferior estd definido por la
relacion sefial/ruido. Las particulas pequefias no dispersan mucha luz, lo que conduce a

una sefial débil.

La luz dispersa se detecta durante un cierto periodo de tiempo para monitorear el movi-
miento de las particulas. La intensidad de la luz dispersa no es constante, pero fluctuara
con el tiempo. Las particulas mas pequeiias, que se mueven a velocidades mas altas, mues-
tran fluctuaciones maés rapidas que las particulas mas grandes. Por otro lado, las particulas
mas grandes dan como resultado amplitudes mas altas entre las intensidades de disper-
sion, como se muestra en la Fig. 3.11 B. Esta traza de intensidad inicial se usa ademas
para generar una funcion de correlacion, go. En general, la funcion de correlacion descri-
be cuanto tiempo estd ubicada una particula en el mismo lugar dentro de la muestra. Al
principio, la funcién de correlacidn es lineal y casi constante, lo que indica que la parti-
cula todavia estd en la misma posicion que el momento anterior. Mas tarde, puede verse
una disminucién exponencial de la funcién de correlacién, lo que significa que la particula
se estd moviendo. Si no hay similitud con la posiciéon inicial, la funcién de correlacion
muestra nuevamente un comportamiento lineal. Esta parte de la funcién de correlacién
se conoce como linea de base. La informaciéon del movimiento dependiente del tamafio
se incluye en el decaimiento de la funcion de correlacion. El decaimiento representa una
medida indirecta del tiempo que las particulas necesitan para cambiar sus posiciones rela-

tivas. Las particulas pequefias se mueven rdpidamente por lo que el decaimiento es rapido.
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Las particulas mas grandes se mueven mas lentamente y, por lo tanto, se retrasa el decai-
miento de la funcidn de correlacion (Fig. 3.11 B). De hecho, la funcién de correlacién es
una descripcién matematica de las fluctuaciones de la luz dispersa y se utiliza para deter-
minar el coeficiente de difusion traslacional (D). El coeficiente de difusion se determina a
partir de la funcién de correlacién g2 y el didmetro hidrodinamico (similar el tamafio de

particula) se obtiene luego mediante la ecuacion de Stokes-Einstein ya discutida.
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FIGURA 3.11: Esquema bdsico del sistema de medicion y la relacion entre la funcién de
correlacién y el tamafio de particula.

La configuracion basica de un instrumento DLS se muestra en la Fig. 3.11 A. Se dirige un
laser de frecuencia tnica a la muestra contenida en una cubeta. Si hay particulas en la
muestra, la luz laser incidente se dispersa en todas direcciones. La luz dispersa se detecta
en un cierto angulo a lo largo del tiempo y esta sefial se utiliza para determinar el coefi-
ciente de difusion y el tamafio de particula mediante la ecuacién de Stokes-Einstein. La
luz del laser incidente suele ser atenuada por un filtro gris que se coloca entre el laser y
la cubeta. Cuando se miden muestras turbias, el detector no podria procesar la gran can-
tidad de fotones. Por lo tanto, la luz laser se atentia para recibir una sefial suficiente pero
procesable en el detector. Los instrumentos DLS modernos incluyen dos o tres angulos
de deteccion para mediciones de tamafio de particulas. Dependiendo de la turbidez de la
muestra, la dispersidn lateral (90°) o la retrodispersion (175°) es mdas adecuada. Se puede

usar un dngulo hacia adelante (15°) para monitorear la agregacion.

El didmetro hidrodinamico obtenido representa un promedio del tamafio de las particulas.
Para que una medida de DLS pueda considerarse confiable debe considerarse la polidis-

persividad de la muestra, la tasa de recuento promedio y la calidad de la muestra. La
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polidispersividad es una medida de la uniformidad de distribucién de tamafio de particu-
la, para la cual es deseable tener valores bajos. La tasa de recuento promedio, que es una
medida de la intensidad de la sefial, es deseable se encuentre en el orden de 500 kilocuen-
tas por segundo (el valor lo indica el programa del equipo en el momento). La calidad de
la muestra, es un indicador de la relacién sefial/ruido calculada a partir de la funcién de

correlacion. La calidad maxima es 10.

Las medidas se realizaron a temperatura ambiente (25°C) en muestras dispersas en agua
usualmente, en una cubeta comun de 1 cm de paso 6ptico. Hay un rango de concentra-
ciones de particula en el cual las medidas son confiables y esto se identifica graficando el
didmetro hidrodindmico en funcién de la concentracién de particula. La zona de concen-
tracién donde el radio es constante, es el rango de diluciones a trabajar. Esa parte de la
curva que es constante se suele llamar plateau. Para cada suspension de nanoparticulas se
deben preparar varias diluciones en un amplio rango de forma de identificar la zona del
plateau y de alli, el didmetro hidrodindmico correcto para esa muestra de nanoparticulas
en particular. Las mediciones fueron registradas en 5 o 10 ciclos de 50 segundos cada uno,
segun el caso y fijando el valor del indice de refraccién en 1.55, valor previamente estable-
cido por el fabricante para particulas opacas en el rango del visible. El equipo estd provisto
de un laser de He-Ne de 632 nm con una potencia de 15 mW enfocado sobre un portacel-
da que contiene la muestra. Los experimentos se realizaron en el equipo 90Plus/BI-MAS

perteneciente al INQUIMAE, FCEN, UBA.

3.10.4. Potencial Z

Potencial zeta es una técnica que se aplica para la determinacion de la carga superficial de
particulas dispersas, particularmente en suspensiones de nanoparticulas[37]. La superficie
de una particula cargada atrae una capa delgada de carga opuesta que se une firmemente
a ella, formando una capa liquida delgada llamada capa Stern. Mas lejos de la superfi-
cie hay una capa adicional de iones mas débilmente asociados a la superficie, de carga
opuesta, que se mueven con la particula a medida que viaja a través de un medio debido
al movimiento browniano o al de sedimentacion. Como resultado de este fendmeno se
crea una doble capa eléctrica[38], tal como se esquematiza en Fig. 3.12 A. El potencial

zeta recibe su nombre del potencial eléctrico de la doble capa y se determina mediante
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la medicion de la velocidad de las particulas cargadas que se mueven hacia el electrodo
de carga opuesta a través de la dispersién en presencia de un campo eléctrico externo[39,
40]. Los valores de potencial zeta se encuentran tipicamente en el rango de -100 a +100
mV. La magnitud del potencial zeta da una prediccidn de la estabilidad coloidal. Las nano-
particulas con valores de potencial Z mayores de 25 mV y menores de -25mV , presentan
un alto grado de estabilidad. Valores menores de potencial Z representan suspensiones
inestables, que dan lugar a procesos de agregacién, coagulacién o floculacién. Estos pro-

cesos se generan debido a la atraccidn de tipo Van der Waals entre las particulas[40, 41].

En resumen, potenciales zeta positivos o negativos altos, superiores a 30 mV (en mddulo),
conducen a una dispersién estable. Por otro lado, valores bajos, inferiores a 5 mV, repre-
sentan suspensiones que dan lugar a procesos de aglomeracion. El potencial zeta se ve
afectado no solo por las propiedades de las nanoparticulas, sino también por la naturaleza

de la solucidn, el pH y la fuerza idnica.

Las mediciones de potencial zeta se realizaron utilizando un Zeta-Potential Analyzer (Brook-
haven Instrument Corp.) equipado con un ldser He-Ne de 632 nm que opera en un dngulo
de deteccién de 173 grados. En una medicidn de potencial zeta, se carga una muestra en
una celda capilar que contiene dos electrodos conductores, los cuales hacen contacto con
el voltaje aplicado al instrumento en el exterior. Las particulas cargadas dentro de la celda
se moverdn a través del medio a una velocidad proporcional a su potencial zeta. Las par-
ticulas con un potencial zeta de mayor magnitud se moverdn a un ritmo rapido, mientras
que las particulas con un potencial zeta bajo se moveran mas lentamente. El movimiento
de las particulas debido al campo eléctrico aplicado se mide mediante la dispersién de la
luz generada por un haz de luz aplicado. La frecuencia de la luz dispersa es funcién de
la velocidad de las particulas debido al desplazamiento Doppler. Un segundo haz de luz
(el haz de referencia) se mezcla con el haz disperso para extraer sensiblemente el cambio
de frecuencia en la luz dispersa. Este cambio de frecuencia se puede convertir en un valor
de movilidad electroforética (Ug). El potencial zeta, (, se calcula a partir de la movili-
dad electroforética con la constante dieléctrica del disolvente e, la viscosidad v y otras

constantes mediante la ecuacién de Henry.
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2:¢-C

Up = 3-v

- f(Ka) (3.17)

En la figura a continuacion se muestra la mezcla del haz disperso con el haz de referencia
en el detector de potencial zeta en la parte inferior derecha. La magnitud medida del
cambio de frecuencia se usa luego para determinar la velocidad de la particula y con esta

el potencial zeta.

Electrodos

Particulas
Monitor de haz
: ¢ Fuente Laser transmitido
;2 © \‘_T -
Capa Stern
P Plano de
Potencial _—" ?//deslizamiento Haz de referencia 2
de superficie v potencial T %
: I E— Detector
Distanci e 2 supertice Modulador de salida

A Tlustracién del potencial zeta que

muestra la doble carga superficial B Configuracién esquematica para la medicién del potencial zeta de particulas.

FIGURA 3.12: Esquema de la doble capa superficial y del arreglo experimental para la
determinacién del potencial Z.

3.10.5. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se utiliza para detectar
transiciones de vibracién de una molécula. La ventaja de FTIR en comparacién con la es-
pectroscopia infrarroja convencional es que todos los nimeros de onda se miden al mismo
tiempo con la ayuda de un interferémetro de Michelson. Entonces, dado que todas las
frecuencias de radiacion llegan al detector al mismo tiempo, existe una gran relacién se-
fial/ruido. Otra ventaja es que el espectro se puede registrar en menos tiempo[42].

Un espectrémetro FTIR comun consta de una fuente, interferémetro, compartimento de
muestra, detector, amplificador, convertidor A/D y una computadora. La fuente genera
radiacion que atraviesa la muestra a través del interferémetro y llega al detector. Luego,
la sefal es amplificada y convertida en sefial digital por el amplificador y el convertidor de
analdgico a digital, respectivamente. Finalmente, la sefial se transfiere a una computadora
en la que se realiza la transformada de Fourier. El interferémetro de Michelson, que es el

nucleo de los espectrometros FTIR, se utiliza para dividir un haz de luz en dos de modo
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que las trayectorias de los dos haces sean diferentes. Luego, se recombinan los dos haces
y alcanzan al detector donde se mide la diferencia de intensidad de estos dos haces en
funcion de la diferencia de caminos. El interferograma obtenido es una funcién del tiem-
po, al cual que posteriormente se le aplica una transformada de Fourier para obtener una

funcion de frecuencias, que se utiliza posteriormente para producir un espectro[43].

Se registraron los espectros FTIR en modalidad ATR (reflectancia total atenuada) que es
una version de espectroscopia infrarroja caracterizada por la reflexién interna total por un
cristal trapezoidal de alto indice de refraccién que cuando lo atraviesa un haz infrarrojo
da como resultado una onda evanescente. La reflexién total del haz infrarrojo en el ele-
mento de reflexién interna se debe a la pendiente de la luz incidente que esta por encima
del angulo critico y depende del indice de refraccidon del material. La muestra se coloca
directamente sobre la superficie del cristal para que pueda absorber la onda evanescente

que penetra en ella entre 0,5 y 2 um, tal como se representa en la Fig. 3.13.

Muestra

Onda
>/‘Avanescente
Detector '

FIGURA 3.13: Representacién esquemadtica de un sistema ATR-FTIR. El haz infrarrojo
atraviesa el cristal ATR cubierto en la parte superior por la muestra. La onda evanescente
penetra en la muestra y es absorbida por la misma.

Polarizador

Cristal ATR

Los espectros de infrarrojo en modalidad ATR-FTIR fueron obtenidos usando un espec-
trofotémetro FTIR Nicolet 8700, con resolucién de 4 ¢m ™! de 64 barridos, utilizando un
accesorio de ATR, con cristal de diamante. Las mediciones fueron realizadas en colabora-

cion con la Lic. Adriana Martinez del INQUIMAE (UBA-CONICET).

3.10.6. Magnetometria de muestra vibrante

La magnetometria de muestra vibrante (VSM) es una técnica versatil para medir el mo-
mento magnético de una muestra cuando se la hace vibrar perpendicularmente a un cam-
po magnético uniforme. Con este método se pueden detectar cambios tan pequefios como

107° a 1075 emu. La técnica VSM se puede utilizar para obtener informacién sobre el
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momento magnético de las muestras basandose en la ley de inducciéon magnética de Fara-
day[44]. A diferencia de otras técnicas, VSM mide el momento magnético de una muestra
completa. En esta técnica, se monta una muestra magnética en el portamuestras y se colo-
ca entre los polos del electroiméan, generalmente orientados horizontalmente. La vibracion
de la muestra ocurre en un plano perpendicular a la linea que une los polos de los electro-

imanes.

La posicién 6ptima de la muestra se denomina punto de silla, la cual se determina median-
te una calibracién de posicionamiento previa a las mediciones. Durante la medicidn, la
muestra se somete a una vibracion constante verticalmente. El flujo magnético cambiante,
que es proporcional al momento magnético en la muestra, induce un voltaje de corrien-
te alterna que es detectado por un conjunto de bobinas captadoras colocadas cerca de
los polos electromagnéticos. Se detectan asi cambios de flujo cuando se cambia el campo
magnético aplicado, o frente a cambios en la posicién de la bobina o de la muestra. Luego,
el voltaje inducido se amplifica para obtener la informacion del momento magnético de la

muestra.

75 1

50 1

25 A

—25 1

—50 1

Magnetizacién (emu/g)

—75 4

~10000 5000 0 5000 10000
Campo magnético (Oe)

FIGURA 3.14: Curva de magnetizacién tipica de particulas ferromagnéticas que se puede
obtener utilizando VSM. Se marcan sobre la curva los tres puntos principales de la misma,
la magnetizaciéon de saturacion (Mg), la magnetizacién remantente (Mp) y el campo
cohercitivo (Hp).

La Fig. 3.14 muestra una curva de magnetizacién tipica (curva M-H) medida con VSM,
que proporciona el momento magnético de la muestra en funcién del campo magnético

aplicado, asi como la coercitividad, la magnetizacién residual y de saturacién[44].
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En general, el comportamiento magnético de las nanoparticulas puede clasificarse en dos
tipos: superparamagnético (SP) o ferro(ferri)magnético (FM)[45, 46]. Un sistema de par-
ticulas se encuentra en un estado SP cuando en ausencia de un campo magnético aplicado
tiene momento magnético nulo. Luego, al interactuar con un campo magnético, los espines
electrénicos de las particulas tienden a alinearse en sentido del campo aplicado, aumen-
tando la magnetizacion hasta llegar a la magnetizacion de saturacion (Mg). A medida que
se retira el campo magnético, la magnetizaciéon disminuye y cuando el campo aplicado
vuelve a ser cero, la magnetizacion de las particulas es nula. Es decir, se alcanza satu-
racion sin presentar histéresis magnética en un ciclo de magnetizacion-desmagnetizacion
de una muestra que presenta comportamiento superparamagnético. La curva que descri-
be este comportamiento de la magnetizacién, M, en funcién del campo aplicado, H, es la

funcion de Langevin y esta dada por [45, 46]:

(3.18)

M(H) = Mg - [coth(”‘H>_kB'T]

kg T we H

donde M es la magnetizacion de la particula, Mg la magnetizacién de saturacién, u
es el momento magnético de cada particula en J/T, kp es la constante de Boltzman
(1.38 x 10723 J/K) y T es la temperatura absoluta. El estado SP se observa cuando las
particulas son lo suficientemente pequefias y forman monodominios magnéticos, de modo
que los espines electréonicos en ausencia de campo magnético se promedian a cero por la

agitacién térmica.

En determinados sistemas magnéticos, es posible que la funcién de Langevin no se ajuste
completamente a la curva M-H. Esto usualmente sucede cuando la curva M-H no pasa por
el punto (0,0) por una mala calibracién, o bien debido a que las particulas en cuestiéon
poseen comportamiento SP y FM al mismo tiempo, el cual estd asociado a una estructura
de espin multifasico. En estos casos la muestra estad compuesta por distintas fases que
pueden ser SP, FM, o incluso, paramagnéticas (PM). El componente PM existe debido
a espines superficiales o espines no compensados[47]. Es posible modificar la ecuacién
de Langevin y asi contemplar estos detalles mas finos, e identificar los componentes FM,

SP y PM [48]. Las diferencias fundamentales entre las curvas M-H entre particulas SP y
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FM, es que las particulas con comportamiento FM presentan histéresis magnética como
la representada en la Fig. 3.14, mientras que las SP no presentan histéresis. Por lo tanto,
suele ser de interés ajustar la grafica M-H a temperatura ambiente con la ayuda de la
funcién de Langevin modificada la cual considera tanto los componentes SP, FM, como

PM[48]:

2MEM H+H S -H kg-T
M(H) = 75 tan ™! [Hcc tan(%)]—{—MgP-[coth <:B'T> - MB-H ]—{—XPM-H

(3.19)

donde el primer término representa el componente FM, el segundo término representa el
componente SP (funcidn de Langevin de la Ec. 3.18) y el tercer término representa el com-
ponente PM. Donde MEM, MEP, Sy xP™ son la magnetizacién de saturacién del com-
ponente FM, la magnetizacién de saturacién del componente SP, la relacién MM /M g M

y el componente PM, respectivamente.

Si no se observa histéresis en las curvas M-H experimentales, se puede simplificar la ecua-
cién anterior al descartar el término FM, quedando simplemente el componente SP y

PM[49]:

"H\ kg-T
M(H) = MSP . |coth [ _ B PM 2
(H) g [cot (kB-T> 0 H + x (3.20)
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CAPITULO

Respuesta fotosintética a baja
iluminacion

4.1. Introduccion

Con el objetivo de introducir un andlisis integral de las técnicas de fluorescencia de cloro-
fila utilizadas en esta tesis, se resumen los resultados de un trabajo publicado en 2021[1].
En dicho trabajo se estudié el efecto en la actividad fotosintética por aclimatacién a baja

irradiancia. La motivacion de este trabajo fue variada.

La eleccion de la aclimatacién a una irradiancia baja se debié a falencias en la bibliografia
al respecto. En ella, se estudiaron intensamente los efectos en el contenido de pigmentos y
actividad fotosintética en plantas aclimatadas a luz sombreada, o bien en plantas aclimata-
das a altas irradiancia donde se presenta el fenémeno de fotoinhibicion. Por otro lado, las
condiciones experimentales referidas como baja, media o alta iluminacién se diferencian
Unicamente respecto a la intensidad total de la luz y no a su distribucion espectral. Debido
al fendmeno de reabsorcion de luz por parte de las hojas, la luz de sombra se encuentra
enriquecida espectralmente en el rojo lejano. Por ende, la luz de sombra no solo posee una
intensidad menor respecto a la luz directa, sino también posee una distribucidon espectral
diferente. Estas diferencias producen cambios en la composiciéon de pigmentos y estruc-
tura de los cloroplastos, y por ende se observan diferencias en la actividad fotosintética
en hojas de sol (iluminacién directa de la fuente de luz) y hojas de sombra (iluminacion
indirecta, principalmente dada por reflexion de otras hojas). En la siguiente seccion se

describen brevemente estas diferencias entre hojas de sol y sombra.
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Otras de las motivaciones del trabajo fue la integracién de todas las técnicas de fluorescen-
cia de clorofila a, la adquisicion de la etapa de recuperacion del NPQ a partir de la cinética
de Kautksy y el desarrollo de un modelo simple para la estimacidn de los componentes del

NPQ.

En la mayoria de los trabajos de fluorescencia de clorofila los autores utilizan solo una de
las técnicas o bien se concentran en un fendmeno, por ejemplo solo registran la curva OJIP
o estudian el NPQ. Por lo que no existen muchos trabajos donde se integren los resultados
de diversas técnicas de fluorescencia de clorofila que puedan asi indagar sobre el efecto de
un dado factor en las distintas etapas de la cadena de transporte electrénico fotosintético

y la regulacién de su actividad por fenémenos como el NPQ.

Asimismo, si bien los pardmetros fotosintéticos de la fluorescencia variable se han calcu-
lado en muchos trabajos previos, no es asi para la fase de recuperacién del NPQ. En esta
fase, la capacidad fotosintética se recupera gradualmente a medida que se desactivan los
mecanismos del NPQ activados en la etapa previa de iluminacién actinica. Los pulsos de
saturacion aplicados durante esta fase permiten calcular diferentes parametros en funcion
del tiempo y estimar la amplitud y los tiempos de desactivacidon caracteristicos de cada
componente del NPQ. Sin embargo, ajustar la desactivacién de NPQ con un modelo apro-

piado no es una tarea trivial y los resultados dependen en gran medida de esto.

Es por ello que en el trabajo aqui referido se incluyé un enfoque alternativo y simple para
la estimacién de los componentes del NPQ evitando limitar o sobrestimar los componentes
o sus tiempos caracteristicos[1]. Superando asi a otros modelos y enfoques actualmente
presentes en la bibliografia, como el de Ahn y col.[2] que requiere asumir las constantes
previo a su calculo, Ptushenko y col.[3] que asume un comportamiento triexponencial que
parece ser mds complejo que la sefial de origen, y Guadagno y col.[4] que requiere que

los componentes tengan tiempos de desactivacion muy diferentes.

En sintesis, en este capitulo se resumen los resultados un estudio exhaustivo de la fluo-
rescencia de la clorofila con el objetivo de proporcionar un enfoque unificado de estas

técnicas. Ademads, el capitulo y el trabajo aqui resumido, pretendid ser una guia para to-
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dos los interesados en el estudio integral de la fluorescencia de la clorofila. Lo anterior se
llevo a cabo analizando un caso general, como es la aclimatacion a diferentes ambientes
de luz con la misma distribucién espectral en plantas. Si bien en el trabajo referido en este
capitulo se estudiaron tres especies vegetales con diferentes mecanismos de asimilacion
de carbono, se presentan aqui unicamente los resultados a la especie vegetal mds cono-
cida, Lactuca Sativa (lechuga comun). Los resultados indicaron que el enfoque utilizado
es capaz de caracterizar los diferentes tratamientos y detectar sutiles diferencias entre las

especies.

4.1.1. Hojas de sol y de sombra

Las hojas de sol y de sombra pueden diferir considerablemente en su composicion relativa
de pigmentos fotosintéticos, portadores de electrones, su ultraestructura de cloroplasto y
sus tasas de fotosintesis[5-8]. La adaptacién de las hojas y del cloroplasto a luz solar di-
recta o a la sombra se produce durante el desarrollo de la hoja y comprende adaptaciones
morfoldgicas y bioquimicas especiales. Las hojas de sol poseen cloroplastos de tipo sol que
estan adaptados para funcionar a altas tasas de conversién cuantica fotosintética y por
ende poseen una mayor capacidad fotosintética y contenido de clorofila (Chl a + b) por
area foliar. A su vez, exhiben valores mds altos del cociente Chl a/b, niveles mds bajos de
proteinas captadoras de luz (LHC-II), y un menor grado de apilamiento de tilacoides que
las hojas de sombra con sus cloroplastos de tipo sombra[9, 10]. En sintesis, cada tipo de
hoja contiene cloroplastos que maximizan la capacidad fotosintética para la intensidad de

luz presente durante su desarrollo.

4.2. Metodologia

4.2.1. Crecimiento de plantas

Se sembraron semillas de lechuga (Lactuca Sativa), y luego los brotes de un tamario ade-
cuado se transplantaron individualmente en macetas. Se dispusieron 10 plantas en dos
bioterios con iluminacién controlada con un fotoperiodo de 12 hs, de 25 umol de fotones -
m~2s~! (baja irradiancia) y 300 pymol de fotones - m~2s~! (irradiancia media) cada una,

hasta alcanzar un tamafio y pardmetros fotosintéticos éptimos.
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4.2.2. Extraccion de pigmentos

Las muestras de hojas se lavaron con agua destilada y se eliminaron los nervios y peciolos.
Los pigmentos vegetales fotosintéticos se extrajeron con acetona al 80% utilizando un
mortero. Los extractos se centrifugaron y posteriormente se registrd el espectro de absor-
bancia en el rango del visible utilizando un espectrofotémetro de doble haz con cubetas
de cuarzo (UV-3600 Plus, Shimadzu, Tokio, Japon). Se calcularon las concentraciones de
clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides totales (Cars) utilizando las ecua-
ciones presentadas en la Seccién 3.3. Se determinaron luego los cocientes en peso de los

pigmentos, Chl a/b y Chls/Cars.

4.2.3. Fluorescencia estacionaria

Las mediciones de fluorescencia estacionaria se realizaron en la cara superior de las hojas
usando un espectrofluorémetro de estado estacionario en geometria frontal con un an-
gulo de 60° (QuantaMaster, PTI-Photon Technology International-Brunswick, EE. UU.). Los
espectros se registraron a temperatura ambiente sobre hojas recién cortadas y adaptadas
20 minutos a la oscuridad. La longitud de onda de excitacion se establecié en 460 nm
(méaximo en los espectros de excitacidon). Los espectros de emision se registraron entre
600 y 800 nm y se corrigieron mediante la respuesta del detector a cada longitud de onda.

2571 en todos los casos,

El flujo de fotones utilizado fue inferior a 20 pmol de fotones - m™
evitando la induccidn de la fluorescencia variable. Para lograr estas condiciones, se utilizd

una apertura del monocromador de excitaciéon de 0,50 mm que corresponde a 2 nm.

Luego, los espectros de fluorescencia estacionaria se corrigieron segin el modelo utiliza-
do previamente por Ramos y Lagorio [11] para eliminar la distorsion producida por la
reabsorcién de luz. Para ello, se registraron los espectros de reflectancia de las hojas a
transmitancia nula. Los espectros de reflectancia difusa de una capa dpticamente gruesa
de hojas se registraron usando un espectrofotometro (3101PC, Shimadzu, Tokio, Japn)
equipado con una esfera integradora. Se utilizo sulfato de bario para el ajuste del 100 %

de reflectancia.
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4.2.4. Transiente OJIP

Los transientes de fluorescencia de clorofila (OJIP) se registraron con un Plant Efficiency
Analyser (Handy-PEA, Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido). La curva OJIP se indu-
jo utilizando un pulso saturante de 3000 pmol de fotones - m~2s~'. La determinacién
se realizo sobre hojas intactas previamente adaptadas a la oscuridad. El registro de la
fluorescencia cubre el intervalo de tiempo entre 50 usy 1 s, de forma de caracterizar com-
pletamente el transiente. La interpretacion de los transitorios rdpidos de fluorescencia se
realizé de acuerdo con los supuestos y el modelo de flujos descriptos previamente en la

Seccién 2.5. Una descripcién detallada de los parametros derivados del transiente OJIP,

las ecuaciones correspondientes y sus definiciones se encuentran en el Apéndice A.

4.2.5. Cinética de Kautsky y curva PSMT

La fluorescencia variable se investigd utilizando un fluorémetro de pulso modulado (Han-
satech Instruments, FMS1). Dicho fluorémetro posee dos fuentes de luz diferentes, un haz
de iluminacién de la muestra que puede ser saturante o actinica, y el haz de medicién
modulado, que es de baja intensidad. El pulso de saturacion utilizado tuvo una duracion

2

de 0,5 s con una intensidad de 2700 pmol de fotones -m~2s™!, mientras que la intensidad

de la luz actinica (LA) varié entre 0 y 1039 umol de fotones - m~2s~! con una duracién

de 30 minutos.

El protocolo experimental utilizado fue presentado previamente en la Seccién 3.8 del ca-
pitulo anterior. Las intensidades de LA utilizadas fueron: 0, 41, 93, 175, 287, 429, 602 y
1038 pmol de fotones - m~2?s71). Después de 30 minutos, se apagé la LA y se registré la
etapa de recuperacion del NPQ durante casi 50 minutos, en los que se aplicaron 11 pulsos

de saturacion a intervalos de tiempo no regulares.

La curva PSMT se registro junto con la cinética de Kautsky, ya que consiste basicamente en
el decaimiento de la fluorescencia dentro de los primeros minutos tras encender una luz
fotosintéticamente activa o saturante. La curva PSMT se registré durante los primeros 5
a 10 minutos de iluminacion actinica. Los decaimientos se promediaron entre las réplicas

para un mismo tratamiento luminico. Tanto para la cinética de Kautsky como para la
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curva PSMT se utilizaron las mismas curvas empleando el protocolo descripto mds arriba.
Se registraron dichas curvas para un total de 4 a 5 hojas por cada planta, para los dos

tratamientos luminicos estudiados.

4.3. Resultados

A partir del analisis individual y conjunto de las técnicas de fluorescencia de clorofila
y la extraccién de pigmentos, es posible realizar un andlisis integral de la actividad y
rendimiento de la cadena de transporte electrénico en su conjunto y de las distintas etapas
que la conforman, asi como una descripcién global del estado de salud de la planta (o
material fotosintético en cuestion). Analisis similares se realizaron para estudiar el efecto

de distintas nanoparticulas en las plantas.

4.3.1. Pigmentos

TABLA 4.1: Contenido y cociente de pigmentos para hojas de L. Sativa luego de una acli-
matacién a muy baja (muestra) y media (control) irradiancia. El contenido de pigmento se
expreso en miligramos por gramo de materia foliar fresca (mg/g f.w.). ** y * representan
diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.01 y p <0.05, respectivamente.

Iluminacion

Pigmento (mg/g f.w.) Muy baja (LL) Media (Control)

Chl a 0.612 £ 0.247* 0.163 £ 0.040*
Chl b 0.237 & 0.099* 0.049 4 0.006*
Chla+b 0.848 + 0.347* 0.212 4+ 0.046%
Cars 0.158 £ 0.067* 0.054 £+ 0.017*
Cocientes

Chl a/b 2.6 £ 0.1*%* 3.3 £ 0.3*%*
Chls/Cars 5.4 = 0.1*%* 4.0 £ 0.9**

Los resultados obtenidos para el contenido de pigmento se muestran en la Tabla 4.1 y
fueron los esperados para esta especie seguin se ha informado en literatura[12-14]. Se
observo que el contenido de clorofila a, clorofila b y carotenoides fue significativamente
mayor en las plantas aclimatadas a baja iluminaciéon (LL) con respecto al control (ilumi-

nacién media). De manera similar, el cociente Chl a/b disminuy? significativamente en las
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plantas LL respecto al control, tal como se esperaba para este tipo de tratamiento[15]. La
adaptacion del aparato fotosintético a baja iluminacion implicé no solo un aumento en el
tamafio de las antenas (para aumentar la captacién de luz) y, por tanto, un aumento en la
cantidad de pigmentos totales, sino también una disminucién en la relacién Chl a/b. Esto
se debe a que Chl b se encuentra exclusivamente en el complejo antena (LHC), mientras
que Chl a estd presente tanto en las antenas como en los centros de reaccién. Ademads,
dado que la relacién Chl a/b de la antena del fotosistema I (LHC-I) es mayor que la del fo-
tosistema II (LHC-II), una disminucién en el cociente Chl a/b es un indicador de un mayor
aumento en la antena del PSII en comparacién con la del PSI. De esta manera, la reduc-
cién observada en la proporcion de Chl a/b en las plantas aclimatadas a baja irradiancia se
debe principalmente a aumentos significativos en el contenido de Chl b y probablemente
se deban a cambios en la organizacién de los componentes de captacidon de luz y trans-
porte de electrones[16]. El marcado aumento en el contenido de clorofilas en las hojas LL
demostro la capacidad de la planta para maximizar su capacidad de recoleccién de luz en

condiciones de crecimiento de baja iluminacién[17].

Los cocientes Chl a/b y Chls/Cars son pardmetros conocidos que reflejan la aclimatacién
del aparato fotosintético a la luz[15, 16, 18-21]. Particularmente, la relacién Chls/Cars es
un indicador de verdor de las hojas. El aumento observado en este cociente en las hojas
de LL, esta fuertemente asociado con un nivel mas bajo de carotenoides del ciclo de las

xantdfilas en comparacién con las plantas control.

Estos resultados muestran que las diferencias en la intensidad luminica en la aclimatacion
fueron suficientes para inducir cambios significativos en la composicién y el contenido de

pigmentos.

4.3.2. Fluorescencia estacionaria

El espectro de fluorescencia de las hojas se caracteriza por tener dos bandas, una a 680 nm
(comunmente llamada F,.q) y otra a 730 nm (Ff4r—req), aproximadamente. La banda a
680 nm se debe a la emisién del PSII unicamente, mientras que ambos fotosistemas contri-
buyen a la banda de fluorescencia observada a 730 nm. Dado que el cociente F.cq/Ftar—red

es sensible a la poblacidn relativa de PSIy PSII presente en la hoja, se lo ha correlacionado
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ampliamente en la literatura con varios factores de estrés[22-26]. La Fig. 4.1 presenta los
espectros de fluorescencia experimentales, los espectros corregidos por reabsorcion de luz
y los espectros corregidos normalizados a 730 nm. Se observé una mayor intensidad de
fluorescencia experimental y corregida para las hojas de L. Sativa aclimatadas a baja ilu-
minacion (LL) respecto al control. Dado que estan presentes mecanismos de reabsorcion
de luz, no existe una correlacion directa entre el contenido de clorofilas y la intensidad de

fluorescencia[1, 23, 27].

le5 le6

—— Control —— Control

7 A LL LL
2.5

y 2.0
1.5
1.0

0.5

Fluorescencia experimental (U. A.)
»
Fluorescencia corregida
por reabsorcién (U.A.)

660 680 700 720 740 760 780 800 660 680 700 720 740 760 780 800
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A Espectro de fluorescencia estacionaria experimental. reabsorcién de luz.
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0.0 . . . . . . ——
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C Espectro de fluorescencia estacionaria corregido nor-

malizado a 730 nm.

FIGURA 4.1: Espectros de fluorescencia estacionaria de hojas de L. Sativa bajo aclima-
tacién a baja (naranja punteado) y media (verde) irradiancia. Las curvas representan el
valor medio y la zona sombreada el error estdndar.

Como se coment6 anteriormente, el cociente Fcq/Ffqr—req Para los espectros corregidos
por reabsorcion de luz es una herramienta ampliamente utilizada en el monitoreo de la
salud vegetal y en particular se ha observado que dicho cociente de fluorescencia es ma-

yor para hojas de sombra que para hojas de sol ya que las hojas de sombra desarrollan
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una mayor proporcién de PSII para compensar la deficiencia de luz de longitud de onda
corta[1, 28-30]. Como la distribucion espectral de ambos entornos de aclimatacion fue
la misma, no se esperaban cambios en la relacion Fycq/Ffar—req Para las hojas aclimata-
das a iluminacién media y baja. Efectivamente, no se observaron cambios en los cocientes
Fyed/ Ffar—req para ninguna de las especies estudiadas incluyendo L. Sativa como se mues-
tra en la Fig. 4.1 C. Por lo tanto, el tratamiento de baja iluminacién no produjo cambios
significativos en la poblacion relativa de PSI y PSII con respecto al control. Este resultado
es una primera diferenciacién de los efectos diversos que producen la intensidad de luz de

aclimatacién y el sombreado.

4.3.3. Transiente OJIP

El efecto del tratamiento de baja irradiancia sobre los fotosistemas y la cadena de transpor-
te electrénico durante la aclimatacion se caracterizo en funcion de los cambios observados
en los pardmetros de la curva OJIP. La curva o transiente de fluorescencia OJIP propor-
ciona informacidén sobre la estructura y funcion del PSII e indirectamente del PSI[31]. En
lineas generales, para L. Sativa se observé una disminucién en la fluorescencia a lo largo
de casi toda la curva, manteniendo constante el valor en el maximo (Fy;) para las mues-
tras aclimatadas a baja irradiancia respecto al control (Fig. 4.2 A). A partir de los valores
de fluorescencia variable doblemente normalizados en el inicio (O) y otro punto de la cur-
va (J, I 6 P), es posible obtener un gran nimero de parametros que brindan informacién

especifica de distintas etapas de la cadena de transporte de electrones fotosintético (ETC).

Usualmente el analisis de la curva OJIP comienza representando la fluorescencia variable
normalizada en distintos puntos de la curva (Vop, Vo3 v Vor) de forma de identificar vi-
sualmente qué etapas de la ETC son las que sufrieron cambios. En ese sentido, bajo ciertas
condiciones de estrés, es posible observar la apariciéon de un pico K en las curvas OJIP a
aproximadamente 300 us[32, 33]. Este pico se hace evidente cuando la curva OJIP se pre-
senta como una fluorescencia variable relativa entre Fg y F; (Voj), o como la diferencia

(AVyj) entre el tratamiento y el control, como se muestra en la Fig. 4.2 B.

El transitorio OJIP es una sefial rica y compleja a partir de la cual se pueden obtener multi-

ples pardmetros que se refieren a diferentes etapas de la cadena de transporte electrénico
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FIGURA 4.2: Transiente OJIP experimental y normalizado en O y J. La escala de tiempo
es logaritmica. Las curvas corresponden a un promedio de 8-10 hojas.

(detalles de cada uno en el Apéndice A). Como la cantidad de parametros derivados de
la curva OJIP es abundante, suelen utilizarse figuras como la Fig. 4.3 donde se represen-
tan algunos de los parametros en un grafico de arafia o con distribucién radial, donde los
parametros se muestran relativos al control. Esto se debe a que dichos parametros suelen
tener valores absolutos muy diferentes entre si. Este tipo de figuras suele ser titil para
diferenciar visualmente la tendencia de los cambios observados, mientras que la Tabla 4.2

describe los valores y la significancia estadistica de esos cambios.

Entre los parametros fundamentales y mas estudiados, se destaca el rendimiento cudntico
fotoquimico méximo (Fy/Fu = ®p,) el cual es un indicador de estrés ambiental[34].
En conjunto con otros parametros mencionados en la Seccién 2.5, como el rendimiento
cudntico del transporte de electrones desde Q)4 a Q5 (®rT,), el rendimiento cudntico del
transporte de electrones hasta los aceptores de electrones del PSI (®rg,) y la energia ab-
sorbida por RC activos (ABS/R(C), es posible realizar una descripcién simple del efecto
global de la actividad de la ETC, en base a estos cuatro parametros fundamentales. Es-
tos parametros fueron sensibles al tratamiento y se resumen, entre otros, en la Tabla 4.2.
Por otro lado, todos los rendimientos y eficiencias cuadnticas disminuyeron debido al tra-
tamiento de baja irradiancia, mientras que los flujos de energia por RC activo (absorcién
ABS/RC, disipaciéon DI/RC, transferencia de energia T'R/RC, transporte electrénico

ET/RC y reduccién de aceptores del PSI RE/R(C), aumentaron luego del tratamiento.
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TABLA 4.2: Efectos de la aclimatacién en los pardmetros derivados de la curva OJIP para
L. Sativa.** y * representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.01 y
p <0.05, respectivamente, con n = 12.

Parametro Control LL Parametro Control LL
Fo 323 + 41** 422 + 70%* ABS/RC 3.2 +0.3* 3.8 +0.7*
Fu 2219 = 184 2205 = 247 DI,/RC 0.5 +0.1 0.8 04
Fv 1895 + 203 1783 = 303 TR,/RC 2.7 £ 0.2* 3.0 = 0.2*
1% 1159 + 133* 1290 *= 74* ET,/RC 1.3 =0.1 1.4 +0.1
Fj 1340 = 130 1382 = 110 RE,/RC 0.42 = 0.03 0.37 = 0.07
Fr 1927 = 158 1981 = 198 RC/ABS 0.31 £ 0.03** 0.26 = 0.03**
Fyv/Fum 0.85 = 0.02* 0.80 = 0.06% RC/CS 100 £ 7** 110 £ 6**
Fv/Fy 6.0 = 1.1** 4.4 + 1.2%* ®p, 0.85 + 0.02* 0.80 + 0.06*
Vok 0.44 + 0.05* 0.49 + 0.03* YET, 0.47 = 0.03 0.46 + 0.02
Vos 0.53 = 0.03 0.54 = 0.02 PrT, 0.40 = 0.02 0.37 = 0.03
Vor 0.84 = 0.01** 0.88 = 0.03** ORE 0.33 = 0.04* 0.27 = 0.07*
My 1.5 £ 0.1% 1.6 = 0.1% ®RE, 0.13 = 0.01%** 0.10 = 0.03**
N 42 + 3** 37 + 3** Plags 1.6 £ 0.4** 1.0 £ 0.3%*
S 15 + 1** 12 £ 2%* PIX)]%?‘SI 0.8 = 0.2** 0.4 = 0.2%*
Parametros Fotosintéticos
v, —— LL vs Control
6ro ABS/RC
Ve, TRo/RC
ETo./RC

RC/CS

REo/RC

FIGURA 4.3: Gréfico de distribucion radial de pardmetros OJIP seleccionados para hojas
de L. Sativa aclimatadas a diferente intensidad de luz. Para cada pardmetro, el valor del

control se establecié como 1.

Los cambios observados en las hojas tratadas con baja irradiancia fueron los esperados

ya que los pardmetros relacionados con la captaciéon de luz (como ABS/RC) fueron ma-
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yores en LL, lo cual es consistente con la mayor concentraciéon de pigmentos. Esta bien
reportado, para plantas de sombra o aclimatadas a luz de sombra (enriquecida en longi-
tudes de onda del rojo lejano) que la respuesta fisiolégica del aparato fotosintético a estos
ambientes involucra la sintesis de pigmentos. Esta ampliacion del tamafio de las antenas
captadoras de luz (LHC) de ambos fotosistemas, conduce a una disminucién del cociente
Chl a/b[15, 16, 18-21]. Por otro lado, los rendimientos cudnticos disminuyeron producto
del estrés luminico aplicado (Fig. 4.3). Por ello, que los flujos aumenten por RC activo a
pesar de que las eficiencias y rendimientos cuanticos disminuyen, podria deberse a una
disminucién de los RC activos (denominador de esos pardmetros) y no a un aumento real
en los flujos de energia (numerador). A continuacion, en la Seccion 4.4, se combinan los
resultados de esta técnica, la extraccion de pigmentos y fluorescencia estacionaria, para

identificar qué etapa de la ETC fue la mds afectada por el tratamiento.

4.3.4. Curva PSMT

Cuando se enciende la luz actinica en el fluorometro de pulso modulado (PAM), se puede
observar la disminucion de la fluorescencia desde el punto P (méaximo) hasta un mini-
mo en estado estacionario (T) cuya traza temporal se denomina curva PSMT. La Fig. 4.4
muestra los graficos semilogaritmicos de fluorescencia normalizada en funcién del tiempo
para intensidades de luz actinica baja, media y alta. En primer lugar, se observo que los
trazos de fluorescencia muestran decaimientos monotonos en la segunda parte de la curva
(después de 10 segundos), lo que esta de acuerdo con la idea de que la curva de PSMT es-
td dominada por el quenching de transicion de estado (qg)[35, 36]. El rapido decaimiento
en PS es una consecuencia del quenching fotoquimico (qp). Cuando la luz actinica es baja,
la saturacién de la reserva de PQ ocurre antes de que qE sea significativo, un hecho que
conduce a una meseta o pico M alrededor de los 10 segundos. Con el aumento de la LA,
la saturacion del conjunto de PQ se desplaza a tiempos menores, qg se acelera y, por lo
tanto, el pico M desaparece. Este comportamiento se observo para las plantas de L. sativa,
tanto para las plantas control como para las tratadas con LL. Sin embargo, a LA media,
el pico M esta ausente en las plantas control pero se observa nitidamente en las plantas

aclimatadas a baja irradiancia.
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FIGURA 4.4: Curvas PSMT de plantas control y LL, bajo diferentes LA en funcién del
tiempo. La fluorescencia estd normalizada a nivel del pico (P) y en el estado estacionario

(T). Las intensidades de luz actinica baja, media y alta utilizadas, fueron 41, 287 y 1038

pmol de fotones - m~2s™!, respectivamente.

4.3.5. Dinamica temporal de los parametros de la cinética de Kautsky

Uno de los objetivos del trabajo aqui citado, fue encontrar y presentar las condiciones 6p-
timas de medicidn para el analisis de la cinética de Kautsky. Ademas, se elaboraron pautas
generales de medicion para la correcta determinaciéon de los pardmetros derivados de la

misma.

Si bien en la mayoria de los trabajos en donde se registra la cinética de Kautsky o fluores-
cencia variable en el tiempo bajo iluminacién actinica, se deja estabilizar la fluorescencia
hasta un estado estacionario, no hay un consenso general sobre cudnto es el tiempo mi-
nimo necesario para ello. Para determinarlo, en el protocolo presentado en la Fig. 3.6 se
aplicaron cinco pulsos de saturaciéon durante 30 minutos de aclimatacién actinica, de for-
ma de identificar el tiempo minimo necesario para dicha estabilizacion de la fluorescencia.
A partir de los pulsos de saturacion y los correspondientes maximos de fluorescencia (Fy')

fue posible determinar distintos rendimientos cuanticos.

A continuacidn, se presenta en la Fig. 4.5 la evolucién temporal relativa al valor obtenido
a los 30 minutos, del rendimiento cuantico del PSII, ®pgy;, bajo diferentes intensidades
de iluminacion actinica. En lineas generales, se requieren de 20 minutos de iluminacion
para una completa aclimatacién y por ende, estabilizacién de la fluorescencia variable. Por
otro lado, a mayor LA, mayor fue la variacién de estos parametros con el tiempo. De esta

forma, a bajas LA, unos 10 a 15 minutos de iluminacién fueron suficientes para alcanzar
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una estabilizacién, pero a altas LA se necesitaron entre 20 a 25 minutos de iluminacién

para que la fluorescencia alcance un estado estacionario.
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FIGURA 4.5: Rendimientos cudnticos del PSII en funcién del tiempo de iluminacion acti-
nica.

Por ultimo, la variacion de los pardmetros de las hojas LL en funcién del tiempo, fue mayor
que la variacion temporal observada en las hojas control. Esta diferencia aumenté confor-

me aumentaba la intensidad de LA aplicada.

4.3.6. Fase actinica - Particidon de energia

Los resultados de la particion de energia entre la fotosintesis (®pgir), la disipacion de
calor por NPQ (®npq) y el decaimiento fotofisico (®¢), a diferentes intensidades de LA,
se resumen en la Fig. 4.6. Esta figura ilustra por separado los rendimientos cudnticos de
los componentes del NPQ que se obtuvieron del modelo biexponencial propuesto en este
trabajo, cuyos parametros se discuten por separado en la Subsecciéon 4.3.7. Para ambos
tratamientos, el rendimiento cuantico fotofisico (®¢) fue practicamente constante. A pe-
sar de un ligero aumento a bajas LA, se mantuvo alrededor de 0.2 para todo el rango de LA
estudiadas. Se publicaron resultados similares en la literatura[4, 37, 38] pero no se discu-
tié una causa posible para este resultado. Un valor de ®¢ constante de ~ 0.2 significa que,
a cualquier iluminacién actinica, la maxima eficiencia posible de la primera etapa de la

fotosintesis es de alrededor del 80 %. En otras palabras, la fraccién de energia disipada por
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decaimiento no radiativo o fluorescencia siempre es del ~ 20 % para cualquier intensidad
de LA aplicada. Esto se debe a que dicha eficiencia maxima fotoquimica es una propiedad
intrinseca del sistema y de la transferencia de energia propia dentro de las antenas y el
centro de reaccion del PSII, y no es un punto de adaptacién o aclimatacidén a la intensidad

de la luz actinica.

A diferencia de ®¢, el rendimiento cuadntico del PSII ($pgry) y el rendimiento cuantico del
NPQ (Pnpq) mostraron una dependencia fuerte y opuesta con la intensidad de LA. Para
las plantas control a intensidades de irradiancia muy bajas (LA <50 pmol de fotones -
m~2s~1), menos del 10 % de la energia absorbida se disip6 a través de mecanismos NPQ y
mas del 70 % se utilizé en la cadena de transporte de electrones (Fig. 4.6 A). Sin embargo,
el ®pgrr se redujo al ~ 40 % (aproximadamente la mitad de la eficiencia mdxima) a 200

2571 para el control de L. sativa. A intensidades de luz actinicas altas

pmol de fotones -m™
esta relacion se invirtié y el ®xpq fue el mecanismo de desactivacién dominante, alcan-
zando un ~ 70 %, donde solo uno de cada diez fotones absorbidos se utilizé en la cadena

de transporte de electrones.

Para el tratamiento con LL, las plantas de L. sativa fueron las mas afectadas de las especies
estudiadas en el trabajo que aqui se resume. De hecho, a 100 pmol de fotones - m2s~!,
las plantas de control mostraron ®pg;; ~ 0,6 y las plantas aclimatadas a baja iluminacion,
presentaron un ®pgr; ~ 0,2. En general, los valores de ®pgyr disminuyeron mas abrupta-

mente para las plantas aclimatadas a baja irradiancia (LL) que para las plantas de control,

con el aumento de la LA (Fig. 4.6).

Por otro lado, el analisis de las tasas fotosintéticas maximas del PSII (PS;.t.) permite al-
gunas comparaciones interesantes entre tratamientos. Como se muestra en la Fig. 4.7, en
lineas generales la curva correspondiente a las tasas fotosintéticas de las plantas LL se
encuentra por debajo de la curva correspondiente a las plantas control. Si bien el rendi-
miento cuantico $pgy; da una idea de la proporcion de energia absorbida que se utiliza en
la fotosintesis, el PS,.i. se correlaciona directamente con la tasa fotosintética total. Cabe
sefialar entonces, que a pesar de que las plantas LL poseen mayor contenido de pigmentos

por drea foliar, la tasa fotosintética y el rendimiento cuédntico de la misma, fueron menores



120 Capitulo 4. Respuesta fotosintética a baja iluminacion

[ T g, g7 O Dpsyy D¢ [oF g7 (o ®psjy
O 1.01 T T I T ] o T T T
S i S 10 =+ 2
s < I
S 0.8 =
‘@ O. | |
S T 08
v (v]
Q 0.6 S 06
< c
Q 0.4 Q
g g 047
© S
S 024 = C 0.2
) = [0}
o T [oa
0.0 0.0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Intensidad de luz actinica Intensidad de luz actinica
(umol fotones m=2 s?) (umol fotones m2 s1)
A Rendimientos cudnticos de hojas control en funcién de B Rendimientos cudnticos de hojas LL en funcién de la in-
la intensidad de la luz actinica. tensidad de la luz actinica.

FIGURA 4.6: Rendimientos cudnticos en funcién de la intensidad de la luz actinica. Los
rendimientos cuanticos de los componentes del NPQ se presentan por separado, por lo
tanto, el rendimiento cudntico del NPQ total se puede obtener sumando los rendimientos
de los componentes individuales.
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FIGURA 4.7: PS,ae en funcion de la intensidad de luz actinica. Las areas sombreadas
representan el desvio estandar asociado.

La tasa fotosintética alcanza un valor de saturacion, determinado por la capacidad méxima
de los transportadores de electrones de dicha cadena de transporte electrénico, que en es-
te caso se observa para ambos tratamientos a alrededor de 600 pmol de fotones -m~2s71.
Luces actinicas por encima de dicho valor, no producen un aumento en la tasa fotosintéti-
ca ya que se encuentra saturada. Sin embargo, en este intervalo si hay un disminucion del
®pgrr dado que la proporcién de energia usada para la fotosintesis es menor debido a que

se absorbe una mayor cantidad de fotones.
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Por ultimo, se pone en evidencia tanto en la Fig. 4.6 como en la Fig. 4.7, la dependencia
de los parametros con la intensidad de la luz actinica. Si bien la distribucion de energia
analizada en esta seccion es muy importante y aporta al entendimiento de la particion
de energia en las hojas, esta distribucién depende fuertemente del tiempo durante el cual
estuvo encendida la luz actinica. Es por ello necesario, para describir correcta y com-
pletamente dicha distribucién de energia, realizar un estudio de la cinética de Kautsky
a diferentes luces actinicas. Estas intensidades dependeran de la muestra fotosintética,
pero como minimo se necesitan tres luces actinicas diferentes (baja, media y alta) para
describir completamente los rendimientos cudnticos fotosintéticos, entre otros parametros

relevantes.

4.3.7. Fase de recuperacion del NPQ

Los pulsos de saturaciéon durante la fase de recuperacién del NPQ permiten estimar la
capacidad fotosintética maxima y también, si se cumplen ciertos requisitos experimentales,
es posible estimar la contribucidén de cada componente del NPQ al rendimiento cuantico
del NPQ total. El rendimiento cudntico del NPQ total ($npq) no es util para calcular ky pg
porque este parametro aparece tanto en el numerador como en el denominador (Ec. 2.12).
Por lo tanto, si se grafica kypg/kc en funcién del tiempo, donde para cada LA se cumple
que k¢ permanece constante, el cociente kypg/kc resulta ser directamente proporcional
a knpg. El cociente kypg/kc se obtiene dividiendo los rendimientos cudnticos ®xpq ¥y

®¢ entre si.

k‘NpQ(LA, t) B Fyn — FM'(LA, t)

kc  Fu'(LA ) (4.1)

En la Fig. 4.8 se comparan las curvas de kypg/kc a distintas luces actinicas para ca-
da tratamiento. La figura se muestra en escala semi-logaritmica no solo para facilitar la
comparacion de los decaimientos entre las muestras, sino para evidenciar que el compor-
tamiento no es mono-exponencial. Como puede observarse, a cada LA, las curvas de las
plantas LL mostraron valores de kxpg/kc mayores que las curvas de las plantas control.
Se observo la misma tendencia al comparar la traza a un dado tiempo de recuperacion.
Esto se visualiza mejor en la curva que corresponde a la mayor intensidad de LA. Por lo

tanto, dado que k¢ permanecié practicamente constante para todas las LA y no difirié



122 Capitulo 4. Respuesta fotosintética a baja iluminacion

significativamente entre el control y LL, la variacion en las curvas ky pg/kc en funcién del

tiempo sigue la misma tendencia que knpq.
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FIGURA 4.8: Decaimiento del kxpg/kc en funcién del tiempo en escala semi-logaritmica
(eje Y). Las lineas punteadas representan las curvas ajustadas utilizando el modelo biex-
ponencial propuesto y las zonas sombreadas representan el error estdndar experimental
asociado al decaimiento de knxpg/kc (no al ajuste).

Luego, para separar las diferentes contribuciones al NPQ, se ajusté la traza temporal de
knpq/kc con un modelo bi-exponencial presentado en la Ec. 2.18 del Capitulo 2. A partir
de este ajuste, se obtuvieron los pardmetros qi(LA), qr(LA) y qi(LA), que representan
la amplitud del quenching dependiente de energia (qg), de transicién de estado (qr) y
quenching inhibitorio (qr), los cuales son a su vez, funciones de la luz actinica. Los pri-
meros dos, tienen asociados un tiempo caracteristico dado por 7z y 71, respectivamente,
mientras que ¢ contribuye al quenching total como una constante. Finalmente, se calculd
la fraccion del NPQ total correspondiente a cada componente para cada luz actinica. Para

ello se multiplic6 el NPQ total por la proporcién de cada quenching, obtenido tras el ajuste

de knpq/kc(t).

La Fig. 4.9 muestra los tiempos de desactivacién caracteristicos individuales de cada com-
ponente a las diferentes LA estudiadas. Los valores correspondientes al quenching depen-
diente de energia (75) se encuentran en el rango de valores esperado seguin los calculos
de Ptushenko y cols.[3], de alrededor de ~ 30 - 60 s, y también de acuerdo con los des-
critos previamente en la literatura para la desactivacién del NPQ asociado al ApH. Con

respecto al tiempo caracteristico asociado al quenching del estado de transiciéon (qr), es
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dificil encontrar estimaciones confiables en la literatura, por lo que las comparaciones son
escasas. Sin embargo, el rango alrededor de ~ 20 min obtenido para el 7 de L. sativa es
compatible con los valores obtenidos por Ptushenko y cols.[3] para el quenching asociado
con el ciclo de las xantéfilas en hojas de Tradescantia sp. Finalmente, el tiempo de desac-

tivacion del quenching inhibitorio, q;, fue mayor que el lapso de tiempo aqui estudiado, es

decir mayor de 50 minutos.
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FIGURA 4.9: Tiempos de desactivacién caracteristicos para los componentes del NPQ y la
proporcién relativa de cada componente.

Curiosamente, los tiempos de desactivacion caracteristicos no han mostrado, en lineas ge-
nerales, una dependencia significativa con la LA. La tnica diferencia relevante se encontrd
para la maxima LA estudiada, 1038 pmol de fotones -m~2s~!, donde 7 de plantas LL pre-
sentaron valores mas altos que el control y, particularmente en comparacién con el resto
de los valores a intensidades actinicas menores. Mas alla de esa diferencia, el tratamien-

to de aclimatacién a poca luz no ha producido cambios en los tiempos de desactivacion.
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Asimismo, todos los valores de 7 para el control y LL fueron similares entre si, a cada LA

estudiada.

4.4. Discusion

Después del tratamiento con baja iluminacion, el contenido total de clorofilas y carotenoi-
des aumentd. Este resultado refleja una estrategia general para aumentar la captura de
energia en condiciones de iluminacién deficiente. L. sativa, con metabolismo de carbono
tipo C3, respondid con una disminucién en el cociente Chl a/b. Este es un comportamien-
to tipico que se observa cuando aumenta el tamafio de la antena captadora de luz. Tanto
Chl a como Chl b se encuentran en las antenas, LHC-I y LHC-II, pero solo Chl a estd pre-
sente en los RC de los fotosistemas. Por ende, un aumento en el tamafio de la antena,
conduce a niveles mas altos en las concentraciones de Chl a + b. Sin embargo, dado que el

ntmero de Chl a en los centros de reaccién no aumenta, la relacién de Chl a/b disminuye.

En cuanto a los carotenoides, se registré un aumento en su concentracion en plantas tra-
tadas con baja irradiancia respecto a los controles. Esta disminuciéon que puede atribuirse
también a un aumento en el tamafio de las antenas en condiciones LL. Es bien sabido
que el nimero de Cars por clorofila generalmente aumenta bajo una iluminacién intensa
para proteger los centros de reaccién a través de mecanismos del NPQ, particularmente
mediante el ciclo de las xantéfilas [19, 21]. En un entorno de baja irradiancia, esta fo-
toproteccion es menos necesaria y entonces seria razonable que se redujera el nimero
de carotenoides por clorofila. Este hecho fue evidenciado por el aumento en el cociente

Chls/Cars tras el tratamiento de baja iluminacion.

El analisis de los espectros de fluorescencia corregidos por reabsorcion de luz proporciona
informacién importante sobre la relacion entre los fotosistemas. Se ha propuesto en la lite-
ratura que la relacién de fluorescencia corregida estd relacionada con la estequiometria de
los fotosistemas, que a su vez depende de la calidad espectral de la fuente de luz utilizada
durante el desarrollo de las hojas[28, 30, 39]. En este trabajo, dado que la intensidad
de la luz de aclimatacién disminuy¢ sin alterar su distribucidn espectral, el cociente de

fluorescencia corregido por reabsorcion de luz (F,cq/Ffar—red) DO se vio afectado por el
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tratamiento y, por lo tanto, no se observd variacion en la estequiometria de los fotosiste-

mas.

La aclimatacién y el efecto en las distintas etapas de la cadena de transporte electrénico
(ETC) se visualizé perfectamente en los parametros obtenidos a partir de los transitorios
de fluorescencia de clorofila. Después del tratamiento con baja irradiancia, la absorciéon
de luz por centro de reaccion (ABS/RC), que representa el tamafio aparente de la antena,
aumento. Este resultado estd de acuerdo con la disminucién observada para la relaciéon
Chl a/b a partir de la determinacién del contenido de pigmentos, que sugiere también un

aumento en el tamafio de la antena.

El pico K observado en la curva OJIP se ha asociado generalmente con estrés por ca-
lor[40], pero también se ha informado bajo estrés debido a deficiencia de nutrientes[41]
y sequia[42], e incluso en plantas en ambientes naturales no estresadas[43]. La aparicién
de un pico K es un fendmeno que se puede observar tanto cuando hay una inactivacién del
complejo que desarrolla oxigeno (OEC), un aumento del tamafio de la antena funcional
PSII o un cambio en el estado redox del pool de plastoquinonas (PQ)[44, 45]. Sin em-
bargo, el dafio de OEC también se puede diagnosticar a partir de la relacién Fx /Fy, que
indica el grado de inactivacién del lado donante del PSII[43]. Como la relacién Fx/F;
obtenida para L. sativa es ligeramente superior en las hojas aclimatadas a LL que en los
controles (Tabla 4.2), no se descartan dafios en el OEC. Por ende, tanto el aumento de la
antena funcional como la inactivacién parcial del OEC contribuyen a la formacién del pico

K observado para L. sativa aclimatadas a LL respecto al control.

En la Fig. 4.6, los valores a intensidad LA cero, en ausencia de mecanismos NPQ, son equi-
valentes a Fy/Fy (v también a los ®p, obtenidos del transiente OJIP). Ambos valores,
que representan el rendimiento cuantico fotoquimico maximo del PSII, estan en concor-
dancia con los reportados en bibliografia para una planta C3 saludable como L. Sativa
en las condiciones de iluminacién del control. Dicho valor maximo esta establecido en ~
0.83 para plantas con metabolismo C3[41, 46-48]. La aclimatacién LL afectd fuertemente
el rendimiento fotoquimico maximo del PSII para L. sativa de acuerdo a las variaciones

observadas en ®pgy; presentados en la Fig. 4.6.
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Aunque se han calculado parametros fotosintéticos para hojas adaptadas a la oscuridad
y para hojas adaptadas a una determinada luz actinica en muchos trabajos, este no es
el caso de la fase de recuperacion del NPQ. Tras el ajuste biexponencial de cada traza
temporal de kypg/kc, se obtuvieron los componentes del NPQ y el quenching dependien-
te de energia (qp) resulto ser el componente mds significativo en todos los casos, aun
en el amplio rango de LA estudiadas. Su contribucién oscilé entre el 50 % y el 85 % del
NPQ total (Fig. 4.6). Ademas, el componente inhibidor (q;) si bien aumentd lentamente
con el incremento de la intensidad de LA, siempre se mantuvo alrededor de 0.1, es decir
cerca del 10% de los fotosistemas sufrieron dafios permanentes o cambios irreversibles
bajo la aclimatacion para las intensidades actinicas estudiadas. Es razonable y esperado
que dicho componente aumente conforme aumenta la LA debido a que altas irradiancias
aumentan el tiempo de vida del estado excitado del RC del PSII, y con esto la probabili-
dad de formacion del triplete. Este ultimo a su vez, puede producir especies reactivas de
oxigeno que en ultima instancia, producen dafios en las membranas y en la actividad de
enzimas y proteinas en los cloroplastos. El quenching del estado de transicién (qr) fue el
componente mds variable. En la Fig. 4.9 C se representa un promedio general de la pro-
porciéon de cada componente de quenching al NPQ total. En lineas generales se observd
una disminucién no significativa de qg y un incremento significativo (p <0.01) en qp y
qr bajo el tratamiento de baja iluminacién respecto al control. Por otro lado, a altas LA
como se observa en Fig. 4.6, la proporcién de quenching asociado al estado de transicién
aumenta abruptamente. Esto tiene sentido ya que a altas irradiancias, el lumen se acidifica
fuertemente e induce la transicién de estado en las antenas lo que implica un aumento en
qr. Cabe destacar que lo presentado en la Fig. 4.9 C corresponde a proporciones relativas
del quenching respecto al NPQ total y no a valores absolutos de quenching los cuales estan

presentados en la Fig. 4.6.

A pesar de que la contribucién de cada componente del NPQ fue sensible al tratamiento
LL, este no fue el caso para sus respectivos tiempos caracteristicos. Estos permanecieron
constantes respecto tanto del tratamiento como de la intensidad de la luz actinica apli-
cada. Esto es razonable debido a que los tiempos de vida son caracteristicos del tipo de

proceso en cuestién, mas especificamente de la cinética de su decaimiento. Dado que los
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fendmenos son los mismos y lo tinico que varia es la proporcion relativa de cada uno de
ellos a distintas LA o tratamientos, es esperable que los tiempos de vida no cambien a
menos que haya algun tipo de bloqueo en los mecanismos involucrados. Esta observacion
es novedosa e interesante, porque evidencia que la respuesta de la planta al aumento de
la irradiancia no implica un quenching mas duradero o bien, de forma mas general, un

cambio en la cinética de los procesos de NPQ involucrados.

También es interesante analizar comparativamente las curvas PSMT y los resultados de las
otras dos técnicas de fluorescencia variable. En las hojas aclimatadas a baja irradiancia, la
meseta M fue facilmente observable bajo luz actinica baja y media, mientras que para los
controles solo se observd a LA baja como se muestra en Fig. 4.4. La meseta M en plantas
superiores se evidencia cuando la saturacién del pool de PQ ocurre antes de que qp se
vuelva significativa[36]. En consecuencia, para las plantas LL, ¢, fue mayor en LL que
para los controles, para cada LA. A partir de los pulsos de saturacidon durante la fase acti-
nica de la cinética de Kautsky, se pudo estimar un quenching fotoquimico, qp, que resultd
ser menor para las plantas LL que para los controles. Ademas, los valores de fluorescencia
relativa variable obtenidos de los transitorios OJIP, como Vi, Vj, Vi, fueron mas altos
para las plantas LL que para los controles. Estos parametros representan la fraccién de RC
cerrados y, de acuerdo con la teoria de Duysens y Sweers, también indican la proporcién
de Q 4 reducido en cada punto, K, J e I, respectivamente. En conjunto, estas observaciones
sugieren un grupo mas pequeilo de aceptores de electrones, ya que la saturacion se logra
mas rapido, para las plantas LL en comparacién con el control. Este hecho también es con-
sistente con los rendimientos cudnticos mas bajos, un ®,,, mds alto y la observacién de la
meseta M aun a LA medias, en comparacion con los controles. Por dltimo, dos parametros
de la curva OJIP especificos que refieren directamente al ntimero total de aceptores de
electrones son N (numero total de electrones transferidos) y Sy; (ntimero de portadores
de electrones). Ambos parametros disminuyen significativamente en las hojas aclimatadas
a baja iluminacion, indicando un menor nimero de aceptores totales de electrones en las

plantas LL respecto al control.
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4.5. Conclusiones

En el trabajo aqui resumido se present6 una visiéon profunda de la fluorescencia de la
clorofila como indicador del estado fisiol6gico de las plantas. Se incluyé una imagen com-
parativa completa de las metodologias de analisis disponibles y se proporciond un nuevo
modelo para obtener los componentes del NPQ. Toda la metodologia se utilizé para ana-

lizar los cambios a nivel fotosintético por aclimatacion a luz sub-éptima.

El andlisis del contenido de pigmento sugiere que L. sativa mostré el comportamiento
tradicional de aclimatacién a baja iluminacion. El andlisis de fluorescencia de clorofila
permitié una comprension y una caracterizacion mas profundas de los cambios fisioldgi-
cos en el tratamiento con poca luz. La aclimatacién de L. sativa implicé un aumento en el
tamafio de la antena, lo que fue sugerido por el analisis de pigmentos y confirmado por
la prueba OJIP. Este incremento en la antena condujo a un aumento del flujo de fotones
absorbidos, el cual no fue acompafiado por un aumento en el flujo de electrones transpor-
tados a través de la cadena, reflejdndose en una reduccién en la eficiencia fotosintética
a diferentes intensidades de LA. El andlisis de fluorescencia variable también revelé una
menor tasa fotosintética (PS;.te) para las hojas LL respecto al control, el cual fue el pri-
mer indicio de un menor contenido de aceptores de electrones, ya que se observé que las
plantas LL alcanzaron la saturacién a intensidades de luz menores y con un rendimiento
menor que las plantas control. Luego, el menor contenido de aceptores de electrones de
la ETC se confirm6 a partir de los cambios observados en los parametros N, Sy, Vi, V;
y Vi de la curva OJIP. La disminucién en cada uno de ellos en las hojas LL reflejan que
es necesaria una menor cantidad de fotones para saturar las distintas etapas de la ETC
(dado que la saturacién ocurre mds rapido), y esto se deduce en una menor cantidad de

transportadores de electrones.

El modelo bi-exponencial aqui presentado para la evaluacion de los componentes del NPQ,
describidé con precision la recuperacion del rendimiento del PSII en la fase oscura y per-
mitio el analisis de los tiempos de desactivacion caracteristicos de los componentes de
quenching. Curiosamente, ni 7 0 7 variaron significativamente entre tratamientos, a ex-

cepcién de un aumento 71 observado en hojas LL a la mdxima LA estudiada.
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En resumen, se ha demostrado cémo un andlisis completo de fluorescencia de clorofila
permite no solo la deteccion, sino también la caracterizacidon detallada de la respuesta de
la cadena de transporte electronico y la actividad de cada etapa. También revel6 algunas
diferencias novedosas e interesantes entre los parametros. Si bien los valores absolutos y
cambios relativos de los parametros fotosintéticos aqui obtenidos, no se pueden extrapolar
directamente a otras plantas otras especies o metabolismo de carbono, los resultados son
consistentes con la aclimatacién aqui inducida. La investigacién adicional que extienda
este estudio de fluorescencia integral a un gran niumero de plantas con diferentes meca-

nismos de fijacién de carbono deberia ser interesante para el trabajo futuro.
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CAPITULO

Nanoparticulas de Oro

5.1. Introduccion

El caracteristico color rojo brillante de las suspensiones de nanoparticulas de oro (NpAu)
ha atraido el interés de los artesanos desde la antigiiedad[1], y las NpAu o sus nanoalea-
ciones se pueden encontrar en copas ornamentales como la copa Licurgo (siglo IV d.C.)[2],
vidrios de rubi rojo coloreados con el purpura de Cassius (Edad Media)[3] y laminas de
brillo (siglos XV-XVI)[1]. Una de las muestras mds antiguas estd formada por un marfil
egipcio bafiado en oro que data del siglo VIII a.C., donde las NpAu formaron accidental-
mente una mancha puarpura por la difusiéon de una fina ldmina de Au en el sustrato de

marfil poroso[4]. De hecho, este tipo de aplicacién se ha mantenido hasta la actualidad.

El primer cientifico que relaciond las propiedades 6pticas de la suspension del oro coloi-
dal (hoy conocidas como NpAu) con su pequefio tamafio fue Michael Faraday, quien en
1852 dio una conferencia en Londres titulada Relaciones experimentales del oro (y otros
metales) con la luz[5]. En sus informes, Faraday describid las soluciones coloidales de Au
como un hermoso fluido rubi y atribuy¢ el efecto a una mera variacién en el tamafio de las
particulas. Posteriormente, el estudio de Faraday inspir6 el trabajo teérico de Gustav Mie
a principios del siglo XX, que todavia es valido hoy en dia, sobre la dispersion y absorcion

de particulas esféricas[6].

Las nanoparticulas de oro se encuentran entre los nanomateriales mas utilizados con mul-
tiples y muy diversos usos en diferentes campos, desde el electrénico hasta el medicinal.
Se utilizan NpAu para producir recubrimientos eléctricos, mejorar la actividad redox en

aplicaciones fotoquimicas y electroquimicas al interactuar con moléculas orgdnicas[7, 8],
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hasta en sistemas de administracién de farmacos[9, 10] y en métodos de deteccién e
imagenes ultrasensibles[11, 12]. El uso exitoso de las NpAu puede ser facilmente enten-
dido por el hecho de que tienen caracteristicas épticas y electronicas tinicas basadas en la
existencia de la resonancia de plasmon de superficie (RPS), que permiten visualizar facil-
mente las nanoparticulas ya que la luz que dispersan se encuentra en el rango visible del
espectro electromagnético[13, 14]. Ademds, las NpAu son féciles de sintetizar, estables en
suspensién acuosa y otros solventes[15-17], soportan una variedad de revestimientos de

superficie[10] y poseen gran biocompatibilidad [18-20].

Estas propiedades y caracteristicas de las NpAu motivaron el interés del presente trabajo;
en observar el efecto que las mismas pudieran tener sobre las propiedades Opticas, es-
pectroscopicas y fotoquimicas de materiales fotosintéticos como hojas y cloroplastos. Las
nanoparticulas plasmoénicas como las nanoparticulas de oro o plata son candidatos atracti-
vos para este estudio debido a su riqueza en propiedades dpticas especiales[21]. Ademas,
debido a la posibilidad de sintetizarlas con un pequefio didmetro, pueden penetrar facil-
mente las hojas a través de sus estomas (poros donde se produce el intercambio gaseoso y
transpiracion) [22, 23]. Debido a las variadas e interesantes propiedades fotofisicas y foto-
quimicas de ambos sistemas (nanoparticulas plasmoénicas y materiales fotosintéticos), se
espera algun tipo de interaccidén importante que incluya procesos de transferencia de ener-

gia o carga entre nanoparticulas y pigmentos fotosintéticos cuando ambos estan presentes.

A continuacion, se repasan brevemente las caracteristicas principales del plasmoén super-
ficial, el cual esta presente en las nanoparticulas metalicas y algunos antecedentes rele-
vantes sobre la interaccidon entre nanoparticulas de oro y material fotosintético, que han

servido de soporte bibliografico para este capitulo de tesis.

5.1.1. Resonancia de plasmodn de superficie

Los plasmones son oscilaciones colectivas de electrones libres en metales. Segun el modelo
liquido de Fermi, los plasmones pueden describirse como una nube de electrones cargados
negativamente desplazados coherentemente de su posicién de equilibrio alrededor de una
red formada por iones cargados positivamente, en analogia con un plasma real [24, 25].

En el caso de las nanoparticulas (NP) metdlicas con un tamafio comparable a la profun-
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didad de la superficie del metal, el campo eléctrico de la luz incidente puede penetrar
el metal y polarizar los electrones de conduccién. Los plasmones en NP con un tamafio
mucho menor que la longitud de onda del fotén son llamados plasmones de superficie lo-
calizada, porque la oscilacion resultante del plasmoén se distribuye por todo el volumen de
particula[24, 25]. Un desplazamiento tan coherente de electrones de la red cargada positi-
vamente genera una fuerza de restauracién que tira de los electrones polarizados de vuelta
a la red, es decir, las NP actiian de forma muy similar a una nanoantena (Fig. 5.1). Por lo
tanto, el plasmon en una nanoparticula puede considerarse como un oscilador armdénico
de masa-resorte impulsado por la onda de luz resonante de energia. En ella, la nube de
electrones oscila como un simple dipolo en direccion paralela al campo eléctrico de la ra-
diacidén electromagnética. Sélo la luz con frecuencia en resonancia con la oscilacién puede
excitar el plasmén de superficie[24]. Para dicha frecuencia de resonancia se observa un
maximo de absorcidn y dispersion (extincién) en el espectro 6ptico. Esta frecuencia depen-
de de la oscilacion del conjunto de los electrones en la superficie del material y, por ende,
de la composicion, forma y tamafio de la nanoparticula, de las moléculas adsorbidas sobre
su superficie y del medio circundante. Si bien el color de las suspensiones de nanoparticu-
las metadlicas es la base de muchas de sus aplicaciones, la caracteristica mas importante de

estos sistemas es la intensificacion del campo electromagnético local cerca de la superficie.

Campo electromagnético

hv

Nube de electrones

FIGURA 5.1: Representacion esquemadtica de los electrones de conduccién que oscilan a
través de la nanoparticula de oro en el campo electromagnético de la luz incidente.

La teoria de Mie postulada por Gustav Mie en 1908[6] se ha utilizado para explicar la
variacién de color de las NpAu con su tamaiio. Mie calculé la resonancia del plasmoén de
la superficie resolviendo la ecuacién de Maxwell con las condiciones de contorno adecua-
das para una pequeia esfera que interactia con un campo electromagnético[26], para la

situacién en la que el tamafio de la particula es mucho menor que la longitud de onda
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de la luz. Generalmente, el tamafio de la nanoparticula afecta la distribucién espacial de
las cargas de polarizacién sobre la superficie, asi como la separacion de cargas positivas
y negativas. Por lo tanto, este efecto influye en los picos maximos, la longitud de onda
de resonancia del plasmon y el ancho de banda del plasmén, como muestran muchas in-
vestigaciones, tanto tedrica como experimentalmente[27-29]. De esta forma, es posible
estimar el tamafio de la particula a partir de la posicién del maximo de absorcién para
nanoparticulas metalicas esféricas, y la distribuciéon de tamafio de particula mediante el

ancho de banda del plasmén.

5.1.2. Antecedentes

La interaccidon de las nanoparticulas de oro con la molécula de clorofila ya ha sido es-
tudiada por varios autores. Barazzouk y col. demostraron que las NpAu disminuian la
fluorescencia de la clorofila a, en solucidén, debido a una transferencia de electrones fo-
toinducida desde el pigmento fotosintético excitado a las nanoparticulas[7]. Mds tarde,
este grupo de investigacién utilizé NpAu, en concentraciéon micromolar, para fotoproteger
la clorofila a en solucién[30]. Los autores reportaron que las NpAu eran mas protectoras
que los fotoprotectores de plantas naturales como los /3-carotenos o las quinonas. En ese
trabajo, propusieron una unién entre la nanoparticula y los &tomos de N de la clorofila a,

la cual evitaba su degradacién por especies reactivas de oxigeno.

La observacion in vivo del quenching de la fluorescencia de la clorofila, inducida por NpAu,
también fue informada por Falco y colaboradores que trataron semillas y hojas de soja a

nivel de superficie con NpAu[31].

Por otro lado, como se menciond en el Capitulo 1, la mayoria de las publicaciones donde
se investigd el efecto de nanoparticulas en plantas, se llevaron a cabo caracterizaciones fi-
sioldgicas o morfoldgicas de las plantas tratadas con nanoparticulas respecto a las plantas
control. Por ende, son minoritarios los estudios donde dicho efecto se investiga o racio-
naliza desde el punto de vista bioquimico, como podria ser el seguimiento de la actividad

fotosintética, entre otros.
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Feichtmeier y cols.[32] expusieron semillas de cebada a NpAu por dos semanas, y ob-
servaron que las nanoparticulas se acumulan en la raiz. Aunque la germinacién no fue
afectada, el crecimiento y por ende la biomasa disminuy6 drédsticamente. Los resultados
del trabajo de Sabo-Attwood y cols.[33], mostraron el potencial de las NpAu para ingresar
a las plantas a través de mecanismos dependientes del tamafio, asi como también la capa-
cidad para trasladarse a las células y tejidos, causando biotoxicidad. En ese sentido, Zhu y
cols.[34], investigaron la capacidad de penetracidn de las NpAu segtn la carga superficial
dada por diversos estabilizantes. Los resultados de este estudio indicaron que la absorcién
y distribuciéon de NpAu depende tanto de la carga superficial de las mismas como de las es-
pecies de plantas. Los resultados mostraron que las NpAu cargadas positivamente fueron
absorbidas mas facilmente por las raices de las plantas, mientras que las NpAu cargadas
negativamente se trasladaron de manera mds eficiente a los brotes de las plantas (inclui-
dos los tallos y las hojas) desde las raices. Por otro lado, Arora y cols.[35] rociaron NpAu
sobre hojas y observaron cambios positivos en su crecimiento y rendimiento. Se observd
asi que la altura de la planta, el didmetro del tallo, el nimero de ramas, vainas y hojas, el
rendimiento de produccion de semillas, entre otras, se vieron afectados positivamente por

el tratamiento con nanoparticulas.

5.1.3. Motivacion y objetivos

Si bien se ha reportado previamente el quenching de la fluorescencia de la clorofila pro-
ducido por las NpAu, faltaba un estudio espectroscépico completo tanto a nivel de hoja
como de cloroplasto y una revisién de si dicho quenching de la fluorescencia estacionaria
produce cambios en la actividad fotosintética de hojas y cloroplastos. Ademas, se busco
desarrollar un mecanismo detallado de los procesos fotofisicos que tienen lugar en el sis-
tema NpAu-hoja, el cual es relevante para la correcta interpretacién de los pardmetros
fotosintéticos, como el rendimiento cuantico de los fotosistemas II y el NPQ, entre otros,

generalmente obtenidos a partir de la fluorescencia variable de clorofila.

Teniendo en cuenta estas vacantes en la literatura, el objetivo de este trabajo fue estudiar
comparativamente el efecto de las NpAu en hojas y cloroplastos sobre la absorcion de luz,
la fluorescencia variable y no variable de la clorofila, y sobre la fotosintesis, racionalizan-

do los resultados mediante un detallado mecanismo cinético y sus respectivas ecuaciones
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algebraicas. Por ultimo, para evidenciar posibles fenémenos de transferencia de carga o
energia entre las NpAu y los pigmentos fotosintéticos en las hojas, se registraron los de-
caimientos de fluorescencia resuelta en el tiempo y los transientes de absorcién, y obtener
asi los tiempos de vida del estado excitado singlete y triplete de la clorofila en soluciéon en

presencia de NpAu.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Sintesis de NpAu

Se sintetizaron nanoparticulas de oro (NpAu) con algunas modificaciones de acuerdo con
el método presentado por Diz y cols.[36]. Primeramente, se prepard una solucion acuosa
(20 ml) de citrato de sodio al 1% (4 ml) y acido tanico al 1% (0,05 ml) la cual se lle-
vé a una temperatura de 60°C. Aparte en un erlenmeyer, se agité una solucién de 4cido
tetracloroaurico 0,25 mM (1 ml) en agua Milli-Q (80 ml) a 60°C. Una vez que la tempe-
ratura se mantuvo constante, se trasvasoé el contenido de la primer solucion al erlenmeyer
conteniendo la solucién 4cido tetracloroaurico. Al cabo de unos pocos minutos se obser-
vé que la solucién se tornd color rojo rubi. Luego, la mezcla se calent6 otros 10 minutos
bajo la misma agitacion. Finalizada la sintesis, se dejé enfriar a temperatura ambiente y
se trasvasé a un matraz de 100 mL, el cual se enrasé con agua Milli-Q. Todos los mate-
riales de vidrio utilizados durante la sintesis, fueron previamente lavados con agua regia
(HCI : HNOs 3:1) de forma de eliminar residuos orgdnicos e inorganicos de las paredes
del recipiente, especialmente del erlenmeyer donde se llevé a cabo la sintesis. La presencia
de pequetias particulas de polvo o incluso detergente u otros compuestos organicos en las
paredes del mismo, pueden conducir a la nucleacién temprana y la posterior formacion
de particulas de gran tamafio, produciendo la floculaciéon de la suspension coloidal. Por
dltimo, se enjuago el material de vidrio lavado con agua regia, con agua destilada (sin uso

de detergente).

5.2.2. Caracterizacion

Las particulas obtenidas se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido (SEM)

y de transmision (TEM), espectroscopia UV/vis, dispersién dindmica de luz (DLS) y po-
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tencial Zeta, cuya metodologia general se describié previamente en la Seccién 3.10. Para
la microscopia electrénica de barrido se depositaron gotas de la suspensién de nanopar-
ticulas sobre un taco con una pequefia pieza de silice. Para la microscopia electrénica de
transmision, se depositaron gotas de la suspension de nanoparticulas en una grilla para
TEM recubierta con carbono. El microscopio electrénico de transmision utilizado fue un
JEM 1200EX II y el microscopio electrénico de barrido fue un Zeiss SUPRA 40, ambos
ubicados en el Centro de Microscopias Avanzadas (CMA, FCEyN, Pabell6on 1). Para las me-
didas de didmetro hidrodindmico y potencial Z, se realizaron distintas diluciones de modo
de encontrar el intervalo éptimo de medicion. Esto se llevé a cabo mediante la confecciéon
de una curva de calibraciéon de tamafio en funcién de la dilucién de las nanoparticulas.
Se utilizé un DLS 90 Plus/BI-MAS (Brookhaven Instrument Co, EE.UU.), equipado con un
laser He-Ne laser que funciona a 632.8 nm y un analizador de potencial Zeta (Brookha-
ven Instrument Corp, EE.UU.). Los espectros de absorcién de las dispersiones de NpAu se

registraron utilizando un espectrofotémetro UV/vis de doble haz con cubetas de cuarzo.

5.2.3. Tratamiento con NpAu

La especie utilizada en este estudio fue Robinia pseudoacacia L.. Las hojas de tamafio y
estructura similares se obtuvieron de un arbol ubicado en las cercanias del pabellén 2 de
la FCEyN y se lavaron para su uso inmediato con agua Milli-Q. Las hojas se colocaron
individualmente en un recipiente de plastico con seis divisiones individuales de unos 3 cm
de lado, con una capacidad de 10 mL por division. A la mitad se le afiadié soluciéon control
y a la otra un mismo volumen de suspension de nanoparticulas, hasta cubrir completa-
mente las hojas. Se iluminé con luz blanca de 800 pmol de fotones - m~2s~! durante dos
horas cada dia de medicién con el objetivo de inducir la apertura de estomas y facilitar
la entrada de las nanoparticulas. Los estomas son poros de la hoja mediante los cuales se
realiza el intercambio gaseoso, y ademas son sensibles a la luz. Los experimentos se lleva-
ron a cabo a temperatura ambiente. Cada lote de hojas estuvo constituido por seis hojas
control y seis hojas de muestra. La solucion utilizada como control fue una solucién de
citrato de sodio (1 mM) y acido tdnico (3 mM) de pH 5, el cual es un medio andlogo en el
que estan dispersas las NpAu. La concentracién de nanoparticulas en el medio de sintesis
fue de 8.34 x 10! NP/ml, y fue obtenida a través de un célculo estimado considerando el

didmetro obtenido por microscopia electrénica, geometria esférica y una densidad similar
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al de Au® a granel.

Sobre cada hoja se realizaron mediciones de transmitancia, reflectancia, fluorescencia es-
tacionaria y fluorescencia variable (cinética de Kautsky) el mismo dia. Cada medicién se
realizo después de 5, 24, 48, 72 y 86 horas después de la primera exposicion de las hojas
a la dispersién de nanoparticulas o la solucién control. Previo a las mediciones se lavaron
las hojas con agua destilada para retirar el remanente de las soluciones y dispersiones de

su superficie.

5.2.4. Reflectancia y transmitancia de hojas

Los espectros de reflectancia y transmitancia difusa de la hojas se registraron tanto para
hojas individuales como para pilas de 3 a 4 hojas, de modo que la transmitancia en el
visible sea inferior al 1%. Ambos espectros se realizaron entre 300 y 2500 nm con un
espectrofotdometro Shimadzu UV3101PC equipado con una esfera integradora, utilizando

sulfato de bario como estdndar de referencia.

5.2.5. Indices espectrales

Dado que las hojas fueron tratadas con NpAu y solucién control a partir de la inmersiéon
de las mismas en las dispersiones o soluciones, es razonable que el contenido de agua en
las hojas incremente. Para examinar dicho estrés hidrico de las hojas, se registraron los
espectros de reflectancia hasta la zona del infrarrojo cercano a partir de la cual es posible
determinar indices de vegetacion relacionados con la fisiologia, la estructura y el conte-
nido de agua de las hojas. Las medidas de reflectancia se utilizaron tanto para corregir
los espectros de fluorescencia estacionaria como para determinar indices espectrales. Pa-
ra ello se registraron los espectros hasta 2500 nm. Las bandas espectrales centradas en
531 nm y 570 nm se utilizaron para calcular el indice de reflectancia fotoquimica (PRI)
que es sensible al contenido de carotenoides[37]. Se calcularon tres indices de relaciéon
simple asociados con el contenido de agua, el indice de agua (WI)[38], el indice de agua
de la hoja (LWI)[39] y el indice de estrés por humedad (MSI) [40]. Todos ellos utilizan
las bandas principales de absorcién del agua a 970, 1200, 1450 y 1950 nm[41]. Ademas,
se calcularon los indices de diferencia normalizada de agua (NDWI)[42], y los indices

de diferencia normalizada de vegetacién (NDVI)[41], y los indices especificos PSND, y
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PSN Dy, los cuales son sensibles al contenido de clorofilas.

Debido a la baja relacién sefial-ruido de la reflectancia difusa que se mide en la zona del
infrarrojo cercano, la sefial registrada en esta region no es tan confiable como la sefial en
el rango del visible. Por ello, se optd por el cdlculo de varios indices relativos al contenido
de agua, y de esta forma reforzar la capacidad individual que tiene cada uno para su

determinacion.

5.2.6. Fluorescencia estacionaria de hojas

Se obtuvieron los espectros de emisidn o fluorescencia inicial (F) de hojas adaptadas pre-
viamente a la oscuridad por 20 minutos, utilizando una apertura de ranura de excitacion
inferior a 0,5 mm (2 nm) de modo de mantener el flujo foténico suficientemente bajo, evi-
tando asi la induccién de la fluorescencia variable. En estas condiciones, la fluorescencia
inicial se registré en funcién de la longitud de onda entre 600 y 800 nm. Los espectros
se registraron excitando a la longitud de onda donde se observé maxima emision de la
hoja, estandarizada en 460 nm, y en el maximo de absorcidn de las NpAu a 520 nm. Las
mediciones se realizaron en un espectrofluorémetro de estado estacionario QuantaMaster
400 (Photon Technology Inc., Canadd) utilizando una geometria frontal con un dngulo de

60°.

Debido a la superposicion de los espectros de absorcién y emision de hojas, los espectros de
emision experimentales estdn distorsionados y se subestima la relacion entre las bandas
de emision. Para eliminar este efecto producido, los espectros de fluorescencia de una
capa Opticamente gruesa de hojas, se corrigieron segtin el modelo utilizado por Ramos y

Lagorio[43] introducido anteriormente en la Subsubseccién 2.7.

5.2.7. Fluorescencia Variable

La fluorescencia variable se registr6 utilizando un fluorémetro de pulso modulado (Han-
satech FMS1). El haz de excitacién modulado (594 nm) induce una sefial de fluorescencia
también modulada, en condiciones donde se excluye la luz ambiental. El pulso de excita-
cion es de corta duracién (1.8 us) pero con largos periodos entre pulsos. La cantidad inte-

grada de radiacién incidente sobre la muestra fue menor a 0.05 pmol de fotones -m 251,
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evitando cambios fisioldgicos significativos en las hojas durante las mediciones. El pulso
de saturacién (luz halégena) tuvo una duracién de 0.5 s con una intensidad de 2700

pmol de fotones - m~2s~!. La luz actinica fue proporcionada por una fuente de luz ha-

légena cuya intensidad fue de 175 pmol de fotones - m~2s~ !, la cual corresponde a una

intensidad de luz actinica media.

El protocolo experimental utilizado corresponde al protocolo de la Fig. 3.7 presentado
en Seccién 3.8. En sintesis, se comenzd registrando la sefial de fluorescencia minima, Fy,
de hojas adaptadas al menos 20 minutos a la oscuridad. Luego se aplicé un pulso de sa-
turacién y se registro la fluorescencia maxima, Fy;. A continuacion, las muestras fueron
expuestas a una unica luz actinica durante varios minutos hasta alcanzar un estado esta-
cionario (Fg). Luego se aplicé un nuevo pulso de saturacién para registrar la fluorescencia
maxima para hojas adaptadas a la luz (Fy'). Por tltimo, la luz actinica se apago y se aplicd
un pulso con luz de 750 nm para la determinacién de F{,. A partir de estas mediciones, se
calculf la eficiencia cudntica mdxima del PSII (Fy /Fyr) y el rendimiento cudntico fotoqui-
mico del PSII (®pgrr), entre otros parametros que fueron descriptos en la Seccidn 2.4 del

Capitulo 2.

5.2.8. Microscopia Electronica de Hojas

La visualizacion del material biolégico en microscopios electrénicos requiere de una pre-
paracion especial de las muestras debido a que la potencia de 20 kV normalmente utilizada
en SEM y la de 100 a 300 kV en TEM, daiia irreversiblemente la muestra. Primeramente
se realizaron imagenes SEM con el microscopio Zeiss SUPRA 40 (CMA, FCEyN) de trozos
medianos de hoja depositados con la cara superior (adaxial) hacia arriba. Este tipo de
materiales no es conductor y por ende requiere de la deposicién de algtin metal como oro
sobre la superficie. Siendo que la deposiciéon del mismo afectaria la correcta visualizacion
de las nanoparticulas de oro sobre la superficie de la hoja, no se realizé y solo se tomaron
imagenes rapidamente evitando la degradacién o deformacién de la muestra. Dadas estas
circunstancias, las imagenes poseen interferencias debido a la baja conductividad de la
muestra. Se tomaron imagenes de hojas tratadas con solucidon control y muestra. Luego,
con el objetivo de visualizar nanoparticulas en el interior de la hoja, se adquirieron ima-

genes de trozos muy pequefios de hoja, triturados con mortero usando nitrégeno liquido,
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pero no se obtuvieron resultados satisfactorios.

Posteriormente, se adquirieron imagenes de Cryo-TEM de hojas de espinaca tratadas con
NpAu, utilizando el mismo procedimiento descripto en la Subseccién 5.2.3. Como la ima-
gen que se forma en el TEM depende de que los electrones puedan atravesar la muestra,
esta ha de ser suficientemente delgada para permitirlo por lo que fue necesario realizar
cortes muy finos del espécimen de un grosor menor a 100 nm, afectando minimamente la
estructura original. Para ello, se utilizé un Crio-Ultramicrotomo (Leica EM UC7) de forma
de obtener un corte adecuado de la muestra de hoja. De manera similar a las técnicas
convencionales de preparaciéon de muestras bioldgicas para TEM, el material bioldgico se
fij6 primero quimicamente con aldehidos a baja concentracion. Luego, en lugar de la des-
hidratacién con disolvente orgdnico e incrustacién de resina, el material fijado se infiltré
con sacarosa. Posteriormente se congel6 en nitrogeno liquido y se seccion6 con un cuchillo
seco a baja temperatura. Las crio-secciones obtenidas se recuperaron de la superficie del
cuchillo, se descongelaron y colocaron en grillas convencionales de TEM recubiertas con
carbono. Para este ultimo paso, las crio-secciones se tifieron con acetato de uranilo, se
incrustaron en metilcelulosa para evitar el secado y los artefactos de contraccién irregular
del organulo celular (los cuales producen arrugas en la crio-seccion deformando la imagen
y la estructura) y se examinaron por TEM[44, 45]. Las imagenes de dichos cortes finos de
hoja se registraron utilizando un microscopio electrénico de transmisién de 100kV modelo

JEM-1010 JEOL (SCSIE en Burjassot-Paterna, Universitat de Valencia, Espafia).

5.2.9. Extraccion de cloroplastos y tratamiento con NpAu

Los cloroplastos se obtuvieron de las hojas de Robinia pseudoacacia L. mediante centrifuga-
cién diferencial, utilizando de base procedimientos de referencia que fueron ligeramente
modificados[46, 47]. Resumidamente, a unos 5 g de hoja cortadas y lavadas con agua
Milli-Q, dispuestas en un mortero, se le afladen 5 ml de medio de suspension (B10) y se
trituré suavemente la muestra de modo de no romper la membrana de los cloroplastos
sino Unicamente la membrana vegetal y las fibras de la hoja. Debido a que la ruptura de la
membrana se reduce a bajas temperaturas, todos los materiales se enfriaron previamente
en el congelador de una heladera disponible en el laboratorio, y el procedimiento en ge-

neral se realizé en bafio de hielo. El homogenato resultante se filtré usando un embudo
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comun cubierto con gaza o algodoén. Se centrifugé a baja temperatura a 3000 RPM por
10 min y se descarto el pellet, ya que este contiene remanentes de hoja de gran tamafio.
Se agregaron 2 ml mds de B10 al sobrenadante, y se centrifugd a 5000 RPM por 15 min,
descartandose el sobrenadante en este caso, ya que contiene proteinas, compuestos en
solucidén y trozos de cloroplastos de bajo tamafio. El extracto de cloroplastos asi obtenido
se resuspendio en un volumen adecuado de B10. El medio B10 estuvo compuesto de sa-
carosa 0,5 M, TRIS-HCI 50 mM, pH 7,5, KCI 20 mM, MgCl, 5 mM, MnCl, 1 mM y EDTA 2

mM). Los extractos de cloroplastos se almacenaron a -10°C durante no mds de 48 horas.

Como los cloroplastos requieren de un medio con las caracteristicas de B10 para man-
tenerse fotosintéticamente activos, fue necesario preparar una muestra de NpAu en el
mismo medio de suspensién en el que se encontraban suspendidos los cloroplastos. Para
ello, se prepard una suspensién concentrada de B10 y luego se llevé al volumen correspon-
diente con la suspensién de NpAu sintetizada como se describié en la Subsecciéon 5.2.1.
El control, en este caso, fue preparado analogamente, reemplazando la suspensiéon nano-
particulada por la solucién control de citrato de sodio y dcido ténico. De esta manera, las
muestras y los controles de cloroplastos para este estudio, estuvieron contenidas en un
medio regulado comun (B10). Se prepararon luego distintas combinaciones de cloroplas-
tos y nanoparticulas, y se estudiaron sus propiedades fotofisicas, la cinética de reaccién de
Hill, la tasa maxima de evolucion de oxigeno y se realizaron microscopias electrénicas de

cloroplastos con NpAu.

5.2.10. Absorbancia de cloroplastos

La cuantificacién de cloroplastos se infiere a partir de la concentracion de clorofila. Para
determinaciones de fluorescencia, en general, se utilizan dispersiones de cloroplastos de
concentracién menor a 7 i M de clorofila, reduciendo distorsiones del espectro por efecto
de filtro interno [48, 49]. Para determinar la concentracién de clorofila del extracto de
cloroplastos, se tom6 un volumen adecuado (usualmente de 10-50 p L) y se diluy6 en
5 ml de acetona 80 %. En sintesis, el procedimiento es andlogo a la determinacion de
pigmentos a partir de hoja, exceptuando el paso de extraccién con mortero. En este caso,
como los cloroplastos son pequefios y sensibles al cambio en el medio, la dispersion de un

pequeiio volumen de los mismos en acetona 80 % conduce a la ruptura de la membrana
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y la posterior liberacién de los pigmentos al medio. Luego, se centrifugd a 5000 RPM por
5 a 10 min, de modo de precipitar los elementos insolubles, como membranas y proteinas
de los cloroplastos. Se registraron los espectros de absorbancia de la soluciéon limpida
resultante, utilizando un espectrémetro Shimadzu UV-3600 de doble haz con cubeta de
cuarzo de 1 cm de paso Optico. La cuantificacion de la clorofila se llevé a cabo a partir de
los coeficientes de absortividad molar presentados en la Seccién 3.3 de acuerdo al trabajo

de Lichtenthaler y Buschmann[50].

5.2.11. Fluorescencia de cloroplastos en ausencia de procesos de reabsor-

cion de luz

El modelo de correccion de fluorescencia de hojas (Subseccion 5.2.6) fue validado utili-
zando el espectro de fluorescencia de un capa de cloroplastos en ausencia de procesos de
reabsorcién de luz[43]. Con el objetivo de confirmar que los cambios observados sobre
los espectros de emision de hojas eran debidos realmente a cambios de los espectros de
los cloroplastos, se registraron los espectros para una capa de cloroplastos en ausencia de
reabsorcién. Para ello, se extrajeron cloroplastos de acuerdo al protocolo citado anterior-
mente. Del mismo modo que fue descripto en Ramos y Lagorio[43], se deposité una fina
capa de cloroplastos sobre un portaobjetos, como se muestra en la Fig. 5.2 A y se registrd
el espectro de fluorescencia. Dentro de un rango de espesor de capa de cloroplastos, la
relacion F..q/F'fqar—req S€ mantuvo constante y resulté idéntica al valor obtenido en hojas

tras corregir los espectros por reabsorcién.

De este modo, se midieron los espectros de cloroplastos depositados sobre un portaob-
jetos. La muestra con nanoparticulas y el control se prepararon andlogamente a lo men-
cionado en Subseccion 5.2.9. Resumidamente, se prepararon medios de suspensién de
cloroplastos que contenian NpAu (8.34 x 10! NP/ml) o solucién control (15.5 uM de ci-
trato). Se prepararon dispersiones con concentracion constante de cloroplastos y distintas
concentraciones de NpAu. Para ello, se agregaron 200 uL de suspension concentrada de
cloroplastos a volumenes diferentes de la suspensién de NpAu (0.2, 0.5, 0.7 y 1.0 mL). En
paralelo, se prepararon los controles, reemplazando la suspension de NpAu por el mismo
volumen de la soluciéon blanco. Todas las soluciones se llevaron al mismo volumen final

con el buffer de suspensién de cloroplastos. Las muestras y controles se realizaron por
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cloroplastos cloroplastos
en portaobjeto en suspension

Control NpAu Control NpAu
A Extracto de cloroplastos con NpAu 6 solucién B Suspensién diluida de cloroplastos con NpAu 6
control sobre un portaobjetos. solucién control.

FIGURA 5.2: Tipos de muestras estudiadas en cloroplastos. Se registraron tanto los es-
pectros de fluorescencia de cloroplastos en ausencia de procesos de reabsorcién de luz
depositados sobre un portaobjetos y en suspension.

cuadruplicado.

Los espectros de capas finas de cloroplastos depositados en portaobjetos, se registraron
utilizando un espectrofluorémetro de estado estacionario PTI (Photon Technology Inter-
national) en geometria front face de 60°. Las condiciones de medicién son andlogas a la
seccién Subseccion 5.2.6, por lo que aqui también los cloroplastos depositados se adap-
taron a la oscuridad por 20 minutos. Las longitudes de onda de excitacién fueron 460,
500 y 520 nm. Para evitar la induccion de la fluorescencia de clorofila variable en los
cloroplastos durante la medicién, el monocromador de excitacion se ajusté con un ancho
de rendija de 1 nm mientras que el ancho de rendija del monocromador de emisién se

mantuvo suficientemente abierto para obtener una sefial apreciable (4 nm).

5.2.12. Fluorescencia de cloroplastos en suspension

Se registraron los espectros de fluorescencia de suspensiones de cloroplastos con concen-
tracién menor a 7 uM de clorofila, en presencia de NpAu. Para ello se prepararon sus-
pensiones con la misma concentracion de cloroplastos con diferentes volimenes de buffer
BH10 control y muestra. Al igual que en la Subseccion 5.2.3, se prepararon soluciones
reguladoras BH10 de cloroplastos con solucion control y dispersion de nanoparticulas. De

esta forma, el medio de dispersion de los cloroplastos mantuvo el pH, la fuerza iénica y la
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densidad adecuadas para su estudio fotofisico. La preparacion de las muestra y controles,

asi como la extraccion de cloroplastos y su medicion se realizaron en el mismo dia.

Se observd que las suspensiones de cloroplastos, a pesar de contener una baja concen-
tracién de clorofila, registraban absorbancias mayores a 0,5 y por ende los espectros de
fluorescencia debieron corregirse por efectos de filtro interno[51], utilizando la Ec. 3.13

presentada anteriormente.

Los espectros se registraron utilizando un espectrofluorémetro de estado estacionario PTI
(Photon Technology International) en geometria front face de 90°. Previamente, las sus-
pensiones de cloroplastos se adaptaron a la oscuridad por 20 minutos. Se excitaron las
dispersiones a 460, 500 y 520 nm. El monocromador de excitacién se ajust6 con un ancho
de rendija de 1 nm y el de emisién a 4 nm. Se utilizaron cubetas de plastico y los espectros
se registraron bajo agitacién constante a temperatura ambiente para evitar decantacion

de los cloroplastos durante la medicién.

5.2.13. Cinética de Reaccion de Hill

La reaccion de 6xido-reducciéon conocida como reaccion de Hill se utiliza para evaluar la
tasa del transporte de electrones en la cadena fotosintética de cloroplastos [52, 53]. Co-
mo aceptores artificiales de electrones se pueden usar varios compuestos que son capaces
de capturar los electrones que fluyen desde el PSII al PSI. Uno de los mas utilizados es
el DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol) que posee una coloracién azul en estado oxidado

(Mnaz = 607nm) y es incoloro en su estado reducido.

La reaccion de Hill se estudié para observar la actividad fotosintética de los cloroplastos
bajo la influencia de nanoparticulas. La tasa de transferencia de electrones estd correla-
cionada con la tasa de fotorreduccién de DCPIP. Siendo el agua el donante de electrones

primario en la fotosintesis, la reaccién se suele representar como:
2 HyO + DCPIP ™ DCPIP — Hy + Oy (5.1)

La tasa de foto-reduccion de DCPIP se obtuvo tras registrar la absorbancia del DPCIP oxi-
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dado a 607 nm para distintas suspensiones de cloroplastos con nanoparticulas y soluciones
controles, en medio BH10. La absortividad molar obtenida, tras un calibracion previa, fue
de 20.000 M~'em~! para DCPIP, muy similar al esperado[53]. La iluminacién se llevé
a cabo con una ldmpara halégena de 75 W (Osram). Debido a que la actividad de los
cloroplastos es muy sensible a cambios de temperatura, se colocé un filtro de luz de agua
con el objetivo de absorber luz en la region del IR del espectro de la ldmpara utilizada.
La densidad del flujo de fotones fue de 250 pmol de fotones - m~2s~! y el tiempo de ilu-
minacion total se optimizé en 5 minutos, registrando mediciones de absorbancia cada 15
segundos durante los primeros 1,5 minutos, y luego cada 30 segundos. La concentracion
de clorofila fue de 0,3 mg - ml~! y 1 mM de DCPIP. Los espectros de absorcién visibles se

registraron usando un espectrofotémetro Shimadzu UV-3600, usando cubetas de plastico

de 1 cm de paso optico.

5.2.14. Tasa de evolucion maxima de oxigeno

La tasa de evolucidn de oxigeno en condiciones de saturacién se midi6 polarograficamente
usando un electrodo de oxigeno tipo Clark de fase acuosa (Hanna Instruments HI 9146)
[54-56]. Las mediciones se realizaron sobre un total de 18 ml de dispersion de cloroplastos
conteniendo 80-100 ug - mi~! de clorofila. El medio de suspensién estaba constituido
por Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), sacarosa 0,5 M, KCl 20 mM, MgCl, 5 mM, NaHCO3; 10
mM, MnCl, 1 mM, EDTA 2 mM y como aceptor de electrones artificial DCPIP 30 ;M. Las
dispersiones de cloroplastos se adaptaron previamente en la oscuridad, y se comenzd a
registrar el contenido de oxigeno en la suspension tras encender la ldmpara. La medicion
se llevé a cabo a 20°C con un flujo de fotones de 680 pmol de fotones - m~2s~!. La luz

actinica fue suministrada por una ldmpara halégena de 75 W acoplada con un filtro de

agua. El flujo de fotones se midié usando un fotodiodo (COHERENT, FieldMaster).

5.2.15. Microscopia electrénica de cloroplastos

Se adquirieron imagenes de Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM) de suspensio-
nes de cloroplastos con nanoparticulas para las cuales se utilizé acetato de uranilo como
agente de contraste negativo. En este caso, el equipo utilizado fue un microscopio electro-

nico de transmision Philips EM300 (CNEA Constituyentes).
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5.2.16. Experimentos resueltos en el tiempos con clorofila extraida

En virtud de haber sido beneficiada por una beca del programa de movilidad académica
internacional entre todas las instituciones asociadas a la AUIP entre 2018-2019, se reali-
zaron algunos experimentos resueltos en el tiempo con el objetivo primario de identificar
procesos de transferencia de carga entre los cloroplastos y las NpAu. La movilidad se
realiz6 a Espafa, particularmente al grupo dirigido por la Dra. Maria Luisa Marin y el Dr.
Francisco Bosca Mayans, en el Instituto Universitario Mixto de Tecnologia Quimica (UPV-
CSIC) de la Universitat Politécnica de Valéncia. Debido a que el equipo de flash-fotdlisis
resuelto en el femtosegundo no se encontraba ain en funcionamiento al momento del
viaje, se realizaron experimentos en el nano y microsegundo con clorofila extraida de es-
pinaca y NpAu. Si bien Barazzouk y cols.[7] concluyeron previamente la existencia de una
transferencia de carga entre el triplete de la clorofila a pura y NpAu, este experimento fue
realizado en medio orgénico. En los experimentos llevados a cabo en Espafia se realizaron
en un medio con mayor similitud a la situacién real en los cloroplastos, ya que se utilizd
una mezcla de acetonitrilo y agua, asi como un extracto real de clorofilas naturales y otros

pigmentos que estan presentes en las hojas.

5.2.17. Extraccion de pigmentos

Las muestras de hojas se lavaron con agua destilada y se eliminaron los nervios y peciolos.
Los pigmentos vegetales fotosintéticos se extrajeron con acetona al 80 % utilizando un
mortero. Los extractos se centrifugaron y posteriormente se registré el espectro de absor-
bancia en el rango del visible utilizando un espectrofotémetro de doble haz con cubetas
de cuarzo (UV-3600 Plus, Shimadzu, Tokio, Japén). Se calcularon las concentraciones de
clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides totales (Cars) utilizando las ecuacio-

nes presentadas en la Seccién 3.3.

Luego, dada la bien conocida interferencia por transferencia de energia que producen los
carotenoides en la fluorescencia de la clorofila, los extractos de pigmentos se sometieron
a cromatografia sélido-liquido de forma de separar principalmente los carotenoides de las
clorofilas. En la Fig. 5.3 se presenta la columna utilizada donde se pueden visualizar a

simple vista los diferentes pigmentos presentes en el extracto.
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FIGURA 5.3: Separacion de pigmentos por cromatografia. Los paneles A, By C representan
distintos tiempos de avance del frente de elucién.

5.2.18. Tiempos de vida de fluorescencia de clorofila

Los experimentos de fluorescencia en estado estacionario y de fluorescencia resuelta en el
tiempo de extractos de clorofila se realizaron en un fluorémetro FS900 (Edinburgh Ins-
truments) perteneciente al Instituto de Tecnologia Quimica, UPV-CSIC, Espafia. Las me-
diciones de tiempo de vida se basaron en el recuento de fotones individuales utilizando
una lampara de destello de hidrégeno con un ancho de pulso de 1,5 ns como fuente de
excitacion. Las trazas cinéticas se ajustaron mediante funciones de decaimiento mono y
bi-exponencial, posterior a un procedimiento de deconvolucién para separarlas del perfil

de pulso de la lampara.

Las medidas se realizaron sobre mezclas de extractos de clorofilas a una concentracion
constante de 10 xM y una concentracién variable de 0, 25 y 50 yM de NpAu en una
mezcla de solvente de acetonitrilo y agua. A modo de control interno se realizaron las

medidas por duplicado en ambiente de nitrégeno y aire.

5.2.19. Fotdlisis de destello laser

Los experimentos de fotdlisis de destello laser (6 ldser flash photolysis en inglés, LFP) se
llevaron a cabo con un laser pulsado Spectron Laser Systems de Nd:YAG SL404G-10 usan-
do una longitud de onda de excitacién de 355 nm, perteneciente al Instituto Universitario
Mixto de Tecnologia Quimica, UPV-CSIC, Espafia. La energia de los pulsos individuales
(~ 10 ns de duracion) fue menor que 15 mJ por pulso. El sistema de fotolisis de destello

laser consistié en un laser pulsado, una ldmpara de xen6n pulsada (Oriel Xenon Lo255),
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un monocromador Oriel 77200, una tubo fotomultiplicador Oriel (PMT), una fuente de

alimentacién PMT 70705 y un osciloscopio Tektronix TDS-640A.

Las medidas se realizaron sobre mezclas de extractos de clorofilas a una concentracion
constante de 10 pM y una concentracién variable de 0, 25 y 50 4M de NpAu en una mezcla
de solvente de acetonitrilo y agua. Los transientes de absorcién se registraron entre 400 y
800 nm sobre muestras previamente desaireadas con nitrogeno. Antes y después de cada
determinacion, se registraron los espectros de absorbancia y fluorescencia estacionaria a

modo de verificar la degradacién de la muestra debido al laser.

5.3. Resultados

5.3.1. Sintesis y Caracterizacion de NpAu

Se lograron sintetizar nanoparticulas de oro (NpAu) a partir de la reducciéon de HAuCly
en presencia de un exceso de citrato de sodio, utilizando 4cido tdnico como estabilizante y
regulador de tamafio de particula. El medio de sintesis de las particulas contiene el exceso
de citrato remanente tras la reaccion y posee un pH = 5. Debido a que en los experimentos
con cloroplastos, el medio utilizado contenia elevada fuerza idnica, se realizé la caracte-
rizacion de las NpAu tanto en el medio de reaccién como en el medio de suspension de
cloroplastos con el objetivo de determinar la posible floculacién de las particulas en este
ultimo. La caracterizacién incluyo6 espectroscopia UV/vis, determinacién de radios hidro-
dindmicos, potencial Z y se obtuvieron imagenes de microscopia electronica de barrido y
transmision. A continuacién, en la Fig. 5.4 se muestran las imdgenes de TEM y los res-
pectivos histogramas de los didmetros de particulas obtenidos a partir de las mismas. El
didmetro de las particulas se obtuvo tras la determinacion del drea de las mismas a partir

del tratamiento de imagenes correspondiente con el software ImageJ.

El tamafio de las particulas en el medio de sintesis fue de 14 + 3 nm (Fig. 5.4 A). La distri-
bucién de tamaifios fue unimodal y simétrica, estando los valores medios, moda y mediana
muy préximos entre si. El didmetro obtenido para las mismas particulas en el buffer de
suspension de cloroplastos fue de 12 + 3 nm (Fig. 5.4 B). No se observaron diferencias

significativas entre los didmetros de las nanoparticulas en ambos medios. Sin embargo,
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FIGURA 5.4: Imdgenes TEM de NpAu en el medio de sintesis y en el medio de suspensién
de cloroplastos, y sus respectivos histogramas de diametros de particula.

la distribucién de tamafios de las NpAu en el medio regulador con alta fuerza idnica po-
see una distribucion asimétrica, con una mayor proporcién de particulas de gran tamafio
(Fig. 5.4 D). Si bien las particulas en ninguno de los dos medios floculd, es muy probable
que una proporcion mayor de NpAu se hayan aglomerado en el medio de suspension de
cloroplastos respecto al medio de sintesis, formando agregados de mayor tamafo. Esta
aglomeracién debid ser lo suficientemente leve como para no inducir precipitaciéon de los

agregados durante los meses de experimentacion posteriores.

Los espectros UV/vis de las nanoparticulas exhibieron el tipico plasmén con un maximo
a 520 + 3 nm (Fig. 5.5A). Se calculé el tamafio de particula considerando la posicién y
altura del maximo de absorcion de acuerdo al trabajo de Haiss[57] y se obtuvo un valor
medio de 13 nm, el cual se corresponde bien con el didmetro obtenido por microscopia
electronica. Se observd un leve corrimiento del plasmoén a longitudes de onda mayores

en las particulas dispersas en buffer, lo cual es coherente con una leve aglomeracién de
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FIGURA 5.5: Espectros de absorbancia, radios hidrodinamicos y potencial Z de las NpAu
en ambos medios estudiados.

particulas[58].

Los didmetros hidrodindmicos de las particulas obtenidos por DLS fueron 45 + 2 nm en el
medio de sintesis y 64 + 3 nm en el medio de suspensién de cloroplastos (Fig. 5.5B). La
variacién en el diametro hidrodinamico estd asociada al cambio en el medio de dispersién
de las nanoparticulas. El potencial Z fue -(21 + 6) mV para las particulas en el medio de
sintesis y -(15 + 3) mV en el buffer. Esta bien reportado en bibliografia que los electrolitos
y el pH afectan no solo la estabilidad de las nanoparticulas de oro formadas, sino también
el tamafo de las mismas en la suspension[59]. Asimismo, la estabilidad de las nanoparti-
culas depende de la fuerza idnica de la solucién. Cuanto mayor es la fuerza iénica, mayor

es la agregacion de nanoparticulas de oro producto de una disminuciéon (en moédulo) de
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su carga superficial. Bajo una fuerza iénica alta, se presume que se suprime la doble capa
de las NpAu, lo que resulta en un potencial Z mas pequefio[60] tal como se observa en la
Fig. 5.5C. La carga superficial de las NpAu es negativa, no solo por su caracter metdlico

sino por los aniones citrato adsorbidos en la superficie.

Los resultados indicaron que la mayor proporcion de las NpAu permanecieron como par-
ticulas Unicas o aglomerados pequeiios al transferirse del medio de sintesis a la solucion
reguladora. Sin embargo, la presencia de una mayor cantidad de iones en la solucién re-
gulada con respecto al medio de sintesis causé una disminucién en la carga superficial
absoluta del coloide (menos negativo), y por ende una mayor aglomeracion de las mis-
mas[58]. Esto también se evidencio en la espectroscopia UV/vis ya que el mdximo y todo el
espectro se corrié a longitudes de onda mayores, indicando un aumento en la proporcién
de particulas de mayor tamafio. Afortunadamente, las dispersiones de NpAu en el buffer,
si se preparaban cuidadosamente utilizando materiales debidamente lavados con agua re-

gia, mantenian las propiedades dpticas aqui informadas para las NpAu por varias semanas.

Una alternativa era sintetizar NpAu directamente en el buffer de suspensién de cloroplas-
tos, pero se descartd por dos grandes motivos. El primero, es que la sintesis en un medio
de pH y fuerza iénica diferente cambiaria el tamafio de particula obtenido, y con ella las
propiedades dpticas de las mismas. Otro motivo, es la presencia de gran cantidad de iones
metalicos y posibles interferencias durante la sintesis que estan presentes en el buffer de
suspensidén de cloroplastos. Para mantener entonces las mismas propiedades dpticas entre
las NpAu que se aplicarian sobre hojas y cloroplastos, se decidié realizar una tnica estra-
tegia de sintesis y asi mantener un tnico tamafio de particula. Luego, cuidadosamente, se
cambio el medio de dispersion de las mismas por el buffer requerido para la suspension de

cloroplastos.

5.3.2. Sistema en estudio

Habiendo caracterizado las nanoparticulas a utilizar en ambos medios de trabajo, se revi-
san a continuacion las caracteristicas espectroscopicas del sistema en estudio. En la Fig. 5.6
se muestran los espectros de absorcién y emisién normalizados de los cloroplastos y na-

noparticulas. La absorcién de las nanoparticulas se presenta en una zona intermedia entre
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la absorcion y emision de los cloroplastos (también de la clorofila y las hojas). Esta es
una caracteristica interesante, porque permite a la nanoparticula absorber luz en una zo-
na donde la absorcidn en los cloroplastos estd disminuida. Estas propiedades del sistema
brindan la posibilidad de una transferencia de energia entre las NpAu y los cloroplastos
u hojas, y hacen viable un posible incremento de la antena aparante de los cloroplastos u
hojas, dada por la absorcién de las NpAu en el verde, donde las hojas absorben poca luz.
Se evalud la validez de esta hipdtesis con experimentos tanto en hoja, como en cloroplas-

tos y clorofila.
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FIGURA 5.6: Espectros de absorcion y emision de cloroplastos y NpAu normalizados.

5.3.3. Tratamiento de hojas con NpAu

Para el tratamiento con nanoparticulas se buscé una planta con hojas que permitieran la
inoculacion o infiltracion de las mismas y ademas mantuvieran sus propiedades durante
los dias de experimentacién. Primeramente, se probaron plantas suculentas para las cuales
la infiltracién con jeringa resultaba muy sencilla debido al grosor de las hojas, sin embar-
go, usualmente se rompian durante el procedimiento. Por el mismo motivo, no permitian
mediciones consecutivas de fluorescencia estacionaria y reflectancia cuyas mediciones im-
plican el uso clips o sujetadores para sostener las hojas durante el registro de los espectros.
Se utilizaron finalmente hojas de un arbol (Robinia pseudoacacia) cercano dentro de Ciu-
dad Universitaria y se opt6 por un método de inoculacién de las nanoparticulas mediante
inmersion. Este procedimiento se utiliza en general para infiltrar compuestos fluorescentes

dentro de las hojas, para luego ser observados bajo un microscopio confocal de fluores-
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cencia. En dicho procedimiento se utiliza luz blanca o azul para inducir la apertura de los
estomas y favorecer la entrada de los compuestos o particulas de la solucion a la hoja. Los
estomas son poros o canales presentes en la superficie de las hojas sobre el cual se produce

el intercambio gaseoso y transpiracion.

De esta forma se inocularon hojas con NpAu y solucién control, y luego se estudié la

espectroscopia registrando primeramente los espectros de reflectancia de las mismas.

5.3.4. Reflectancia de hojas

En la Fig. 5.7 se presentan los espectros de reflectancia de hojas sin inocular (hojas blanco)
y de hojas inoculadas con nanoparticulas y solucién control. Se observé en la zona de 550
nm un maximo local de reflectancia que se corresponde con el color verde bien conocido
de las hojas. Tras el tratamiento se produjeron cambios en todo el espectro estudiado. La
variacion mas evidente en la regién del visible fue una disminucién en la banda observada
entre 500-600 nm. Este cambio es consistente con la absorcion caracteristica de las NpAu

en esa zona (Fig. 5.6).
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FIGURA 5.7: Reflectancia difusa VIS-NIR de hojas en presencia y ausencia de NpAu. Las
hojas blanco corresponden a hojas sin inocular, las hojas control fueron tratadas con so-
lucién control y las hojas con NpAu son hojas tratadas con NpAu. La zona sombreada en
cada espectro representa el error estdndar asociado a cada longitud de onda.

Para detectar el posible estrés de las hojas tratadas se calcularon varios indices espectra-
les o indices de vegetacion de banda estrecha relacionados con la fisiologia de la hoja, la
estructura y el contenido de agua a partir de los espectros de reflectancia de la hoja[61].

Debido a la alta absortividad del agua en la region del infrarrojo cercano (NIR), se pueden
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obtener indices de humedad a partir de la reflectancia en esta zona. Particularmente, las
bandas de absorcion del agua se encuentran en 970, 1200, 1450 y 1950 nm, en orden cre-
ciente de intensidad[41]. Los indices de agua o estrés hidrico calculados fueron: el indice
de agua (WI), el indice de agua normalizado (NDWI), el indice de agua vegetal (LWI) y el
indice de estrés por humedad (MSI). Por otro lado, se calcularon el indice de reflectancia
fotoquimica (PRI), el indice de vegetacidn normalizado (NDVI), el indice NDVI modificado
(mNDVI), y los indices especificos para clorofila a (PSN D,) y clorofila b (PSN D), los
cuales guardan una proporcionalidad con el contenido de carotenoides y clorofilas, segin

el caso. Los resultados se presentan en la Tabla 5.1.

TaBLA 5.1: Indices espectrales que se corresponden con el contenido de clorofilas (ver-
dor), carotenoides (incluye xantofilas) y agua para las hojas tratadas. ** y * representan
diferencias estadisticamente significativas entre las hojas control y con NpAu, al nivel p
<0.01 y p <0.05, respectivamente.

Categoria Indice Hoja Blanco Hoja Control Hoja con NpAu
NDVI 0.75 0.75 + 0.03** 0.57 £+ 0.09**
mNDVI 0.65 £ 0.02 0.74 £ 0.06** 0.548 £+ 0.09**
Verdor
PSND, 0.75 £+ 0.03 0.75 £ 0.03** 0.57 & 0.08**
PSND, 0.72 + 0.02 0.74 + 0.03** 0.58 4 0.08**
Carotenoides PRI -0.027 4+ 0.002 -0.025 + 0.005** 0.058 £+ 0.0028**
WI 1.033 + 0.007 1.00 + 0.01* 0.94 £ 0.01*
IWI 1.40 + 0.01 2.73 £ 0.03** 1.77 + 0.02%*
Agua
NDWI 0.059 £ 0.001 0.0084 £ 0.0003** -0.0864+ 0.003**
MSI 0.791 + 0.004 0.581 + 0.004** 0.96 + 0.01**

La mayoria de los indices de contenido de agua disminuyen para la hoja tratada con na-
noparticulas respecto a la hoja control. En lineas generales se observé un aumento en los
indices de agua de las hojas control respecto a las hojas sin tratar (hojas blanco). Esto
sugiere que el tratamiento en si mismo incrementa levemente el contenido de agua en las
hojas, lo cual es consistente con la metodologia de inoculacién utilizada. Por otro lado, los
valores menores para los indices correspondientes a muestras con nanoparticulas respecto
del control, pueden deberse a una limitacién en la entrada de agua a las hojas por la pre-

sencia de nanoparticulas en sus estomas y espacios intracelulares. El indice MSI mostrd
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una tendencia inversa ya que refiere a estrés por humedad, y no contenido de agua como
los anteriores. La tendencia en el indice refleja un mayor estrés en las hojas tratadas con

nanoparticula que en las hojas control.

Los indices que se obtienen con valores de reflectancia en la region del visible, los cuales
reflejan el contenido de pigmentos, son a priori engafiosos. Esto se debe a que la reflec-
tancia en la zona de 500-600 nm estd comprometida por la absorcién de luz producto
de las NpAu presentes. Es decir, una disminucion en la reflectancia en esta zona es un
claro indicio de estrés por pérdida de pigmentos en las hojas sin tratar, pero en este caso
la presencia del plasmén de las nanoparticulas metédlicas interfiere en la sefial. Por ende,
dado que la reflectancia en la region entre 500 y 600 nm esta disminuida en las muestras
tratadas con nanoparticulas, y es una zona donde también absorben los pigmentos foto-
sintéticos, los indices ya no reflejan el contenido de pigmentos esperado. La disminucion
de todos los indices en la zona del VIS podria deberse a una disminucion real del conte-
nido de pigmentos, producto de su degradaciéon o descomposicién, o bien, a un aumento
en la absorcidn en la zona dada por la presencia de las particulas. De hecho, el indice mds
afectado deberia ser el PRI que cuantifica carotenoides, el cual usa la reflectancia a 531
nm, un punto fuertemente afectado por la absorciéon del plasmoén de las NpAu (Fig. 5.6 y
Fig. 5.7 A). Este no seria el caso, en cambio, para los indices de agua que se obtienen con
valores de reflectancia a longitudes de onda mayores de 850 nm. En resumen, el registro
de los espectros de reflectancia y el posterior cdlculo de indices no es suficiente para inferir

el estado fisioldgico de las hojas inoculadas.

5.3.5. Fluorescencia estacionaria de clorofila

Los espectros de fluorescencia estacionaria de hojas se presentan en la Fig. 5.8. Dichos
espectros se obtuvieron bajo una iluminacién leve que no induce la cinética de Kautsky,
y por ende los espectros de fluorescencia corresponden al estado F([43]. La banda con
maximo en el rojo (680 nm) corresponde inicamente a emisién del fotosistema II (PSII),
mientras que tanto el PSII como el PSI contribuyen a la banda ubicada en el rojo lejano a
temperatura ambiente[62]. Se observé una disminucion de la fluorescencia experimental
y corregida tras el tratamiento con las NpAu. Esto ocurrié para ambas longitudes de onda

de excitacion, siendo mds evidente a 460 nm (Fig. 5.8 A) y se acentud con el tiempo de
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B Fluorescencia estacionaria experimental y corregida por reabsorcion, de hojas tratadas con excitaciéon a 520 nm.

FIGURA 5.8: Fluorescencia de hojas control y tratadas con NpAu. Se muestran los espec-
tros experimentales y corregidos por reabsorcién de luz, obtenidos bajo excitacion a 460
nm y 520 nm. Los distintos tiempos,5, 24 y 72 hs corresponden al tiempo tras el primer
tratamiento de las hojas. La zona sombreada representa el error estdndar.

Como la absorciéon de la nanoparticula a las longitudes de onda de excitacion es significa-
tiva, es probable que el quenching de fluorescencia experimental observado se deba a un
efecto de filtro interno. Como la absorcién de las NpAu es mayor a 520 nm que a 460 nm,
es razonable que el quenching observado fuera de ~ 40 % a 520 nm, mientras que a 460

nm fue de ~ 18 %.

Dado que la correccién por reabsorcién corrige utilizando la reflectancia a las longitudes
de onda tanto de excitaciéon como de emisién, la absorcion del plasmoén de las NpAu esta
considerada, y por lo tanto el quenching observado en los espectros de fluorescencia co-
rregidos no es producto del efecto de filtro interno. Dicho quenching sobre la fluorescencia
corregida, el cual corresponde a la fluorescencia del cloroplastos, fue de ~ 47 % a 520 nm
y de ~ 27 % a 460 nm, tras 72 hs de exposicion con las NpAu. Es decir, las diferencias son

aun mayores que las observadas en la fluorescencia de las hojas afectadas por la reabsor-
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cién de luz.

El cociente de fluorescencia entre las bandas en el rojo y rojo lejano, Frcq/Fror—red, S€
ha estudiado ampliamente en funcién del estrés en las plantas[63]. Una hoja saludable
suele tener un cociente de fluorescencia corregido por reabsorcién entre 2.5 y 2.9 y au-
menta frente diferentes factores de estrés[64-66]. Los cocientes obtenidos se muestran en
la Tabla 5.2, y se encuentran dentro de un rango saludable. Sin embargo, los cocientes de
hojas tratadas con NpAu fueron siempre menores a los obtenidos para las hojas control, y
luego de 72 hs el cociente alcanzé su minimo valor de 2.3. El cociente F,..q/Ffar—req tiene
significado fisiolégico solo a excitacién de 460 nm, donde se conoce la composicién de la
emision correspondiente al PSI y PSII de las bandas observadas a temperatura ambiente.
Es por ello que el andlisis y la interpretacién de los cocientes Fy.cq/ F'fqr—reqd bajo excitacion
de 520 nm es aproximada, ya que se supone un comportamiento similar al observado bajo

excitacién de 460 nm.

TABLA 5.2: Cociente de bandas, Fj.cq/Ffqr—red, cOrregido por reabsorcién. * representa
diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05.

Aeze = 460 nm Aeze = 520 nm
Tiempo Control NpAu Control NpAu
5 hs 29+0.2 2.8 +0.1 1.9 +£0.2 1.8 £0.1
24 hs 2.7+04* 23 +04* 1.5 £ 0.2* 1.2+ 0.1%
72 hs 26+0.2* 23+0.5% 1.6 £ 0.2% 1.1 +£0.3%

La absorcién de las NpAu en dispersién acuosa a longitudes de onda mayores de 650 nm
es reducida y puede considerarse despreciable (Fig. 5.5A). Sin embargo, la posicién del
plasmon se corre hacia el rojo cuando las nanoparticulas se aglomeran entre si y se desco-
noce el espectro de las mismas dentro de la hoja. Ademads, la correccién por reabsorcion
de luz considera el espectro de reflectancia de la hoja inoculada con NpAu a pesar de que
el espectro real de las particulas en la hoja es desconocido. Por ende, la disminucién en
el cociente Fcq/Ftqar—req NO estd asociado a un efecto de filtro interno por la presencia
del plasmoén de las nanoparticulas. Para corroborar que el quenching de fluorescencia co-

rregida y la disminucién del cociente de fluorescencia obtenidos son efectos reales de las
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NpAu sobre los cloroplastos, se registraron los espectros de fluorescencia de cloroplastos

en presencia de NpAu cuyos resultados se muestran en la Subseccion 5.3.7 a continuacion.

Por otro lado, durante las repetidas mediciones de las mismas hojas, se observo el dete-
rioro de las mismas tras la constante manipulacion. Esto condujo tanto a un aumento en
la variabilidad de los resultados, impactando directamente en los desvios estdndar obteni-
dos, como a una disminucién de la fluorescencia de las hojas control. Se opt6 entonces por

repetir el experimento, pero realizando las mediciones solo a las 24 y 96 hs de exposicidn.
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FIGURA 5.9: Espectros de fluorescencia experimentales y corregidos por reabsorcion de
luz, luego de 1 y 4 dias de tratamiento de las hojas, bajo excitacion de 460 nm. La zona
sombreada representa el error estdndar.

Como se puede observar en la Fig. 5.9 el efecto neto es andlogo al observado en la Fig. 5.8,
pero los cambios son mas intensos y los desvios estdindar menores. El quenching observado
en la intensidad de la fluorescencia corregida es de ~ 45 % con excitacién a 460 nm y ~
65% a 520 nm. Asimismo el cociente F,.q/Ffqr—req disminuye significativamente de 2.8
+ 0.4 para el control a 1.9 + 0.2 para las hojas tratadas con NpAu, bajo excitacién de
460 nm. Ademas la intensidad y la distribucion espectral de la fluorescencia del control
se conservé entre los dias de medicién, en comparacion con los resultados de la Fig. 5.8.
Esto refleja el menor deterioro de las hojas producto de una menor manipulacién de las

hojas tratadas.
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5.3.6. Fluorescencia de clorofila variable

Los curvas tipicas de las cinéticas de Kautsky obtenidas para las hojas control y las hojas
tratadas con NpAu se muestran en la Fig. 5.10. Los parametros fotosintéticos resultantes se
muestran en la Tabla 5.3 y Fig. 5.11. Todos los valores absolutos de fluorescencia, como la
fluorescencia inicial (Fy) y fluorescencia maxima (Fy;) disminuyeron en presencia de las
nanoparticulas respecto al control y esta disminucién se hizo mas evidente con el transcu-
rrir de los dias. La disminucién de F se corresponde con lo observado en los espectros de
fluorescencia de las hojas con NpAu discutidos en la seccién anterior. En consecuencia, de-
bido a que las intensidades de fluorescencia fueron menores, el tiempo transcurrido hasta
alcanzar el estado estacionario también fue menor. Por ejemplo, observando la Fig. 5.10,
tras encender la luz actinica, el tiempo que empled la hoja control en alcanzar un valor
estacionario fue mayor al que empleé la hoja tratada con NpAu. Lo mismo ocurrié con el
tiempo de estabilizacion tras los pulsos de luz saturante, pero en la escala de tiempo de la

Fig. 5.10 no se logra apreciar correctamente.

— Hoja Control — Hoja con NpAu

1600

L Fm Luz aétinica ON

Fluorescencia (u.a.)

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo (s)

FIGURA 5.10: Curva tipica de la cinética de Kautsky de hojas control (arriba) y hojas
tratadas con NpAu. LS representa un pulso de luz saturante.

De acuerdo con la Tabla 5.3 y la Fig. 5.11, los cambios observados en los parametros deri-
vados de la cinética de Kautsky para hojas en presencia de NpAu respecto a los controles
fueron: disminucién de la fluorescencia en cada punto de la curva, particularmente en Fy,
Fgs y Fum), aumento de los cocientes de fluorescencia como Fvy/ Fy1 y Fyv/ Fo, aumento del

rendimiento cudntico de PSII (®pgr) v el quenching fotoquimico (qp) y por ultimo, dis-
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minucién del rendimiento cudntico del NPQ ($npq), del rendimiento cudntico fotofisico

(®¢) y del quenching no fotoquimico (qnp).

Recordemos que la fluorescencia registrada por el fluorometro de pulso modulado PAM
utilizado para registrar la cinética de Kautsky se debe principalmente a la emisién del PSII
y suele despreciarse la contribucién del PSI. A la longitud de onda de excitacién del fluo-
rometro PAM (594 nm), tanto las NpAu como el centro de reaccion del PSII (Psgp) pueden
excitarse (ver Fig. 5.6 para comparar los espectros de absorcién). La absorcion de luz por
las NpAu podria conducir a una transferencia de energia al Psgy del PSII, especificamente
a la banda de absorcién alrededor de 680 nm. Sin embargo, si este proceso ocurre, debe-
ria observarse un aumento de la fluorescencia el cual no se observé. Por lo tanto, dicho
proceso no ocurre o bien la constante cinética asociada al mismo es despreciable frente a
las demas constantes cinéticas asociadas a la desactivacion de Pggy*. Por otro lado, si las
NpAu absorbieran luz y no transfirieran energia, actuarian generando un efecto de filtro
interno que se traduce en una disminucién en la fluorescencia tal como se observd para F
y Fum. Pero esto no es suficiente para explicar la variacion en los cocientes de fluorescencia

(Tabla 5.2 y Tabla 5.3) y en los pardmetros de la cinética de Kautsky como el ®pgy.

TABLA 5.3: Parametros derivados de la cinética de Kautsky en presencia de NpAu. * re-
presenta diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05.

Par. 24 bs 96 hs

Control NpAu Control NpAu
Fo 189 + 11%* 91 + 6%* 235 4 18** 70 + 8**
Fy 1143 + 50%* 579 + 33*%* 006 4 22%* 380 L 40%*
Fy/Fy  0.836 £0.005 0.844 +0.003  0.76 + 0.01*  0.816 + 0.003*
Fv/Fo 5.1+0.4 5.4+ 0.5 3.2 £ 0.3%* 4.4 £ 0.6%*
Ppsnt 0.66 + 0.03**  0.74 &+ 0.02**  0.45 + 0.03**  0.59 + 0.06**
PnpQ 0.12 4+ 0.02**  0.06 + 0.02**  0.24 + 0.02**  0.16 + 0.05**
P 0.21 + 0.02* 0.20 + 0.02* 0.31 + 0.02* 0.25 + 0.04*
PSrate 124 + 5%* 140 + 4** 84 + 6** 111 &+ 11%*
qp 0.89 4 0.03* 0.93 + 0.03* 0.77 + 0.07* 0.84 + 0.08*
ane 0.43 4+ 0.07* 0.27 £ 0.09*  0.56 & 0.03**  0.47 & 0.14**
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FIGURA 5.11: Parametros derivados de la cinética de Kautsky en presencia de NpAu en
funcién del tiempo de exposicion. Significancia estadistica con o« <0.05 (*).

En literatura hay varios trabajos en los que se ha informado quenching de la fluorescen-
cia de clorofila en solucion. Este quenching se atribuyé generalmente a transferencia de
electrones del singlete excitado de clorofila a a diferentes aceptores [67-69]. En particu-
lar, Barazzouk y cols.[7] observaron una transferencia de electrones fotoinducida entre
clorofila a y nanoparticulas de oro. De hecho, los autores demostraron que la clorofila
a excitada puede donar un electréon a NpAu, un proceso termodindmicamente factible ya
que el potencial de reduccion para la clorofila excitada es -1.1 V vs NHE y el nivel de Fermi

de Aues +0.5 Vvs NHE[7].

En el presente trabajo también se detecté un quenching de la fluorescencia de clorofila
estacionaria y variable (Fig. 5.8, Fig. 5.10 y Fig. 5.11). Teniendo en cuenta los valores

de - 0.62 V a - 0.70 V para el potencial de reduccién del estado excitado del RC del PSII
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(E° ) vs NHE [70, 71] y el nivel de Fermi de 0.5 V a 0.7 V para NpAu de tamafo
P680+ /PGSO*

similar[7, 72], la transferencia de carga desde el Pggo* hacia las NpAu es termodinamica-

mente favorable. Por lo tanto, para interpretar debidamente los resultados observados se

deben considerar simultdneamente la absorcion de luz tanto de la clorofila como de las

NpAu, el proceso de transferencia de carga entre ambas y el efecto de filtro interno de las

NpAu sobre la emisién de clorofila.

Para racionalizar el significado de los cambios observados en los parametros fotofisicos
cuando las NpAu estdn presentes, es conveniente resolver un esquema cinético general
donde el proceso de transferencia de carga se introduce en paralelo con los procesos

fotosintéticos y otros decaimientos fotofisicos conocidas a partir del RC del PSII (Psg0):
hv %
1. P680 — P680
2. NpAu ™5 NpAu*
* kq
3. Pgso™ — Psso
« ks
4. Pggo™ — Psgo + hl/f
* k‘ -
5. Peso™ +Qa — Peso™ + Q4

6. Pggo™ + NpAu ﬁ) Pego™ + NpAu~

con kg +ky = ke

En el esquema cinético presentado, k., representa la constante de velocidad para el de-
caimiento fotofisico, k, la constante de velocidad para el primer paso de transferencia
de electrones de la fotosintesis y k.,, andlogamente, la constante de velocidad para la

transferencia de electrones de Pggp* a la nanoparticula de oro que tiene incorporada la

concentracién de NpAu dentro (k., = ke - [NpAu)).

A partir de este mecanismo general, los diferentes pardmetros fotosintéticos pueden ex-
presarse en términos de las constantes de velocidad[73]. La mayoria de los pardmetros
dependen de la luz actinica y del tiempo de iluminacién pero, en lo que sigue a con-

tinuacién, se obviardn estas dependencias a modo de simplificar la notacion. Fy puede
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entonces escribirse mediante las Ec. 5.2 y Ec. 5.3, en ausencia o presencia de las NpAu

respectivamente.

ky
Fo=G —1 5.2
0 (ke + kp) (52)

ky

FNpAu -G
0 (ke + kly + kp)

(5.3)

con G’ < G. donde G es un factor instrumental asociado a la ganancia. El efecto de fil-
tro interno de las NpAu se ha incluido cualitativamente en G’ al indicar que G’ es menor
que G. Suponiendo los mismos valores para kg, k. y k, para ambas situaciones, se puede
ver que se predice un valor menor para F, en presencia de NpAu debido al proceso de
transferencia de carga y al filtro interno. En este caso, como las hojas fueron adaptadas a
la oscuridad, los mecanismos del NPQ no estan activos (knpq = 0) y todos los aceptores
primarios de electrones estan oxidados (fg,(t) = 1). Mas detalles de las ecuaciones se

presentaron en la Subseccién 2.4.4.

Cuando se aplica un pulso de saturacion, no es posible la transferencia de carga (ya sea
para el proceso fotosintético o la transferencia de carga a NpAu) debido al hecho de que
todos los aceptores de electrones se reducen y se obtiene un valor maximo Fy;. En este

punto, las ecuaciones son:

k
Fy = kaf (5.4)

k
FpAu — G/?f (5.5)

Donde el valor mas bajo para G’ comparado con G explica el resultado experimental de
que F{PA" < Fy1. Notar que bajo la suposicién de que k; y k. permanecen constantes,
la transferencia de carga hacia la nanoparticula no influye en la disminucién de Fy;. Este

seria debido tinicamente al efecto de filtro asociado al plasmén de las NpAu.

Hasta aqui, Fy y Fy son parametros obtenidos para una hoja previamente adaptada a la
oscuridad. Luego del pulso de saturacién que induce el maximo valor de fluorescencia
F\ se enciende una luz actinica bajo la cual la hoja realiza fotosintesis, produciendo una

sefial de fluorescencia dependiente del tiempo en funcién de la proporcién de aceptores
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reducidos, entre otros procesos que se activan y regulan bajo iluminacién no saturante (re-
vision en Subseccién 2.1.2). Luego de un tiempo minimo necesario para la estabilizacién
de dicha sefial, cuyo valor se representa como Fg (Fig. 5.10), se aplica un nuevo pulso
saturante y se obtiene un valor de fluorescencia maxima que en esas condiciones se deno-
mina Fy;'. Andlogamente a F y F), se predice una disminucidon para ambos parametros

en presencia de NpAu:

Fs =G (ke + kNPC?:r kp - fQu) (56
FipAu — g (oo fgct oy (5.7)
Fu' =G o ff{”NPQ (5.8)
F/NPA = @ i +k1{NpQ (5.9)

Nuevamente, la disminucién de Fg y F)\;' se debe a que G’ <G y en el caso de Fg ademas,

a la presencia de k.

El rendimiento cuantico maximo (Fvy/Fyp), se describe mediante las Ec. 5.10 y Ec. 5.11

en ausencia o presencia de NpAu, respectivamente:

F Fy —F k k k k
SV IMZR0 (B W ) e B (5.10)
Fum Fum ke ke+ky) ky ket kp
<FV)NpAu = - <kf S ) e n wyy (5.11)
Fu  Fu \ke ketkathkpy) ki ket kea+ky '
Experimentalmente se encontré que:
FV FV NpAu
— —_— 5.12
o (2) o
Esta inecuacién puede ser escrita en términos de las constantes cinéticas como:
ke+kp ket ke +ky ketky kp ket+ky, Ky
= ke+ky>kp=k.>0 (5.14)

que, debido a los valores positivos para todas las constantes de velocidad, siempre se
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cumple. Esto muestra que incluso cuando no hay un incremento real en la fotosintesis
(asociado a un aumento en k, - fg,), la presencia del proceso de transferencia de carga
hacia las nanoparticulas causa un aparente aumento en el rendimiento cudntico maximo
de la fotosintesis. En otras palabras, en presencia de NpAu si se considera la transferencia
de carga planteada, Fy/Fy ya no representa el rendimiento fotoquimico méximo de la
fotosintesis, sino al rendimiento de la suma de los dos procesos de transferencia de elec-

trones: la fotosintesis y la transferencia de carga a las nanoparticulas.

Andlogamente para Fvy/ F tenemos:

Fv  Fum—Fo ky ky ket kp _ Ky
Py Fu-Fo (ks _k 5.15
Fo Fo <k‘c ke + Ky ky ke ( )
B\ Fu-Fo (ko betha thy hathy (546
Fo Fo ke ket ke + Ky ky ke |

Experimentalmente se observé que Fy/Fy < Fy/FoVP4%, lo cual se cumple si k., >0,
algo que es légico debido a que es una constante cinética, particularmente de la transfe-
rencia de carga hacia la NpAu. Es importante notar que el cambio de este parametro se

explica inicamente considerando una transferencia de carga entre el Pggo* y las NpAu.

Se encontrd un escenario similar para el rendimiento cudntico del PSII dada por las

Ec. 5.17 y Ec. 5.18.

Fuv' — Fg kp - fQA
o — > — (5.17)
PSII Fum ke + kNPQ + kp . fQA
FM'—FS k? fQ +kct
(PN Au — — p A 5.18
Pl Fu' ke +knpq + ket + kp - fou (>-18)

Experimentalmente se observé que ®pgyp < ®AE4* (ver Fig. 5.11), inecuacién que en

términos de las constantes cinéticas, esta dada por la Ec. 5.19.

kp - faa < ket +kp - fQa
kc—l-kNpQ-i-kp-fQA kc—l-kNpQ-f-kct—i-kp-fQA
kc+kNpQ+kct+kp-fQA < kct—l-kp'fQA
ke +knpq +kp - fQu kp - fQa
kct kct

= < = ke +knpq + kp - fou > kp -
ke +knpq + kp - fou k- fou NPQ Tt Fp - fQa > Ky fQa

= k. + kNpQ >0 (5.19)
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que siempre es valida debido a los valores positivos para las constantes de velocidad.
Tal como en el caso de Fy/Fy, el aumento en la eficiencia de PSII observado en hojas
con NpAu es aparente, ya que si se considera la transferencia de carga, estos parametros
pierden su correspondencia con la tasa fotosintética. Es decir, lo que se calcula en estas
condiciones no es ®pgyy sino la eficiencia cuantica para los dos procesos en conjunto, que
implica tanto la transferencia de electrones desde P, hacia los aceptores de electrones
tradicionales como a la NpAu. Luego, los rendimientos cudnticos asociados, que son el ren-
dimiento cuantico fotofisico, ®¢ y el rendimiento cuantico del quenching no fotoquimico,
Pnpq disminuyen a expensas del aumento de ®pgyy ya que todos ellos deben sumar uno.
De la misma forma, se puede predecir el cambio en estos parametros en base al planteo de

los mismos en funcién de las constantes cinéticas correspondientes. Para ®npq se tiene:

(Fm — Fum')Fs knpq
& _ _ 5.20
NPQ Fm'Fu ke +knpq + kp - fou ( )
Fum — Fum')Fs knpQ
(I)NpAu — ( — (521)
NPQ Fu'Fu ke + kNF’Q + ket + kp ’ fQA

El ®nxpq disminuyd en presencia de NpAu siempre y cuando k. >0, lo cual es completa-
mente 16gico debido a que es una constante cinética. Se observd, que al igual que para
Fyv/Fo (Ec. 5.16) la disminucién del ®xpq solo se explica si se considera una etapa adicio-

nal de transferencia de carga hacia la NpAu. Lo mismo ocurre para ®¢ segtin las Ec. 5.22

y Ec. 5.23:
Fyg ke
b= 18 (5.22)
T Fum ket knpg+ k- fo,
F k.

Fm B kc+kNPQ + kct +k3p : fQA
Donde nuevamente es valido que ®¢ disminuya en presencia de NpAu si k. >0.
Para el quenching no fotoquimico, el resultado experimental fue que qnp > qNg*%. Aqui

nuevamente, la ocurrencia del proceso de transferencia de carga a NpAu distorsiona el

significado de este pardmetro. De hecho, considerando las Ec. 5.24 y Ec. 5.25 que se
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obtuvieron para gy p:

Fy — Fag' k ke + k-
QP = M M _ NPQ( D fQA) (5.24)
Fu—Fo  (ky- fou +kneQ)kp - fou
NpAu Fum — Fu' B kNPQ(kC+kct+kp’fQA) (5.25)
aNp = — = )
Fa—Fo o (k- fou +kneq) (ke +kp - fQu)

Luego, para que se cumpla el resultado experimental:

knpq (ke + kp - fa S knpq * (ke + ket + kp - fQu)
(kp - foa +knpQ)kp - fou — (kp - fou +knrq) (ke + kp - fo,)
kc+]€p'fQA S k’c—l-k‘ct—l—/{p'fQA

kp'fQA kct+kp'fQA

NpA
anp > qnpt =

= ky- fou <ket+kp fo, = ke >0 (5.26)

Asi, un valor menor de qJp4" es el resultado de una transferencia de carga a NpAu y no

necesariamente a un quenching no fotoquimico menor dado por un cambio en kypq.

Finalmente, el quenching fotoquimico aumenta en presencia de NpAu y las expresiones
correspondientes se muestran en las Ec. 5.27 y Ec. 5.28. Sin embargo, debido a la comple-

jidad matemadtica de la ecuacidn, la solucién no es tan simple como en los casos anteriores.

(e et
_ Fu'—Fs  \ketkneq — ketkneothpfo,

N FM' — Fo a ky _ Ky
(kc+kNPQ kc"‘kp'fQA

qp (5.27)

ky ky
NpA (kc—i-kNPQ ketknpQtkettkp - fo 4 )
qp P = (5.28)

ke kg
(kc+kNPQ kc+kct+kp'fQA

Para cada una de las multiples soluciones para la inecuacién donde q%’l’)A“ > gnp, hay

alguna relacion posible entre las constantes cinéticas que cumple con el resultado experi-

mental de que ¢p de las hojas tratadas con NpAu sea mayor que el obtenido para el control.

En las ecuaciones presentadas en esta ultima seccién se supuso que todas las constantes
cinéticas permanecen constantes a pesar de la incorporacion de un proceso adicional de
transferencia de carga. Algo que en la prdctica no necesariamente debe ocurrir, ya que la
fotosintesis y la transferencia de carga hacia la nanoparticula no solo son procesos com-
petitivos, sino que ambos forman la especie P, cuya desactivacién es la determinante de
la velocidad. Por ende, la existencia de un proceso adicional que aumente la frecuencia de

formacién de Py, impactard en la velocidad de ambos procesos de transferencia de carga
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y posiblemente en las constantes de velocidad asociadas.

En conclusion, luego de confirmar que muchos de los pardmetros obtenidos a partir de
la cinética de Kautsky pierden su correspondencia con los procesos fisioldgicos asociados
a la fotosintesis, se vuelve imperante medir algin pardmetro que resulte independiente
tanto del filtro optico de la sefial de fluorescencia como de la transferencia de carga hacia

la NpAu. Con ese objetivo realizamos posteriormente mediciones en cloroplastos.

5.3.7. Fluorescencia de cloroplastos en ausencia de reabsorcion de luz

Se registraron los espectros de fluorescencia de cloroplastos depositados sobre una placa
de vidrio, a distintas concentraciones de NpAu. En estas circunstancias, como la capa
es suficientemente fina no hay procesos de reabsorcién, el espectro de fluorescencia se
corresponde con el espectro de las hojas luego de corregir por reabsorcion. Es decir, no
hay procesos que distorsionen la distribucion espectral del espectro obtenido respecto al
espectro de emisién de los cloroplastos en la hoja. Esta metodologia no es mas que una
validacién de la correccién por reabsorcion (Subseccién 5.2.9) y los cambios observados
en presencia y ausencia de NpAu en en la fluorescencia estacionaria de hoja presentada

en la Subseccion 5.2.6.

TABLA 5.4: Cociente de fluorescencia de cloroplastos depositados en portaobjetos. Los
simbolos * y ** representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05
(™) y p <0.01 (**), respectivamente.

Vol (ml)  NpAu (10" - ml™)  Feq/Ffar—rea | Control (uM)  Freq/Ffar—red
0.2 1.4 1.58 & 0.08** 2.6 3.3 +£0.3%*
0.5 3.5 2.1£0.1% 6.5 3.1 +£0.3%
0.7 4.9 2.35 £ 0.08* 9.0 3.1 +0.2%
1.0 7.0 2.09 + 0.05** 12.3 2.6 £ 0.2%*

En la Tabla 5.4 se indican las concentraciones de NpAu (cantidad de NP -mi~!) y la con-
centracion de citrato del control en las suspensiones utilizadas. La solucion de citrato al
0,02 % se utilizé6 como control debido a que en la sintesis de NpAu se usa citrato en ex-
ceso. Tanto el cociente de fluorescencia como la fluorescencia disminuyen en presencia

de NpAu, y esta disminucion depende de la concentracion de nanoparticulas presentes en
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la muestra. Ambas tendencias se corresponden con lo observado anteriormente para la

fluorescencia estacionaria de hojas (Subseccion 5.2.6).

5.3.8. Cinética de la reaccion de Hill

Se registré la cinética de reaccion de Hill a partir del decaimiento de la absorbancia del
DCPIP, el cual es un aceptor de electrones artificial de la cadena fotosintética, en funcién
del tiempo. Dicha tasa es proporcional a la tasa fotosintética maxima de los cloroplastos.
El DCPIP, de color azul, al reducirse en presencia de cloroplastos y luz forma un compues-
to que no absorbe en la regién del visible. Por lo que la tasa de fotoreduccion de DCPIP
se puede obtener a partir del registro de la absorbancia en el maximo de absorciéon de
este compuesto (608 nm) en funcién del tiempo. Dicha determinacién se realizé con una
concentracién constante de cloroplastos, a la que se le afiadieron volimenes adecuados

de solucién control o NpAu. Los resultados se presentan en la Fig. 5.12.

kk

k)%

140 - Muestras
[ Control

1201 B NpAu 6.1 100mi ™!

B NpAu 1.5 101 ml !
100 -

80 k%

pumol ! fotones m?s)
Tasa de fotoreduccién de DCPIP
relativa al control

(uM DCPIP min~! mg='Chl

Tasa de fotoreduccién de DCPIP

Control Npﬁu . Npﬁu .
09/06/17 01/06/17 24/05/17 6.1107ml ™" 1.5-10"ml

Muestra
Fecha
A Tasa de fotoreduccion de DCPIP a diferentes dias de

medicién. B Tasa de fotoreduccién de DCPIP relativa al control.

FIGURA 5.12: Tasa de fotoreduccién de DCPIP a diferentes dias de medicion y relativa
al control a las dos concentraciones de nanoparticulas estudiadas. Los simbolos * y **
representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05 (*) y p <0.01
(**), respectivamente.

En la Fig. 5.12 A se muestran las tasas obtenidas en los distintos dias de medicién. Si
bien los valores entre controles y muestras no son lo suficientemente similares como pa-
ra promediarlos directamente, se observa una clara tendencia. Las diferencias entre los
valores correspondientes a diferentes dias de medicion se deben a pequeiias diferencias

en la actividad de cloroplastos. Dicha actividad es muy sensible a multiples factores, co-
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mo por ejemplo la temperatura, la cual debe mantenerse rigurosamente a ~ -3°C hasta el
momento de utilizar los cloroplastos para este ensayo. También pueden deberse a sutiles
variaciones en la composicién o la idoneidad de la membrana de los cloroplastos obte-
nidos. Debido a esta variabilidad adicional de los datos se optd por calcular una tasa de
fotoreduccién de DCPIP relativa al control para cada fecha de medicion (Fig. 5.12B). La
tasa de fotoreduccién de DCPIP aumenté en presencia de NpAu. Los cambios observados
para una concentracién de particulas de 6.1 x 10'© NP - mL~! no fueron significativos (p
>0.05), mientras que si lo fue para 1.5 x 10! NP - mL~!. La tasa de fotoreduccién de
DCPIP y por ende, la maxima capacidad fotosintética de cloroplastos se duplicé en presen-
cia de la concentracién mds alta de nanoparticulas testeadas (1.5 x 10! NP .mL™1). Las
tasas estan calculadas considerando la variacion de la absorbancia en oscuridad, la cual

no es debida a la actividad fotosintética, tal como se mencioné en Subseccién 5.2.13.

No se observé una descomposicion apreciable de DCPIP en presencia unicamente de NpAu,
ya sea en condiciones de luz u oscuridad. Esto indica que no hubo transferencia directa de
electrones desde las NpAu hacia el DCPIP o alguin otro tipo de interferencia de las NpAu
en la actividad redox del DCPIP. Por lo general, esta sonda se usa para detectar electrones
involucrados en la cadena fotosintética, pero en nuestros experimentos, también podria
detectar el transporte de electrones desde NpAu. Es decir, habiendo planteado que el Pggy*
podria estar transfiriendo electrones a las NpAu, el DCPIP también podria tomar electro-
nes de estas NpAu cargadas negativamente (NpAw~). Dicha posibilidad solo ocurriria en
presencia de cloroplastos ya que la tasa de reduccion del DCPIP no se vio afectada por la

presencia inicamente de las NpAu.

5.3.9. Tasa de evolucion de oxigeno

La tasa de evolucién de oxigeno se registré en condiciones de saturacion, es decir, corres-
ponde a la maxima capacidad fotosintética de los cloroplastos bajo iluminacién saturante.
En presencia de nanoparticulas, la tasa de evoluciéon de O, aumenté a mds del doble (p
<0.001). Los valores obtenidos se encuentran dentro del rango esperado segun bibliogra-
fia para la concentracién de cloroplastos testeada (30-80 pmoles Oy mg~' Chl hr=1)[74].
Los resultados pueden explicarse nuevamente suponiendo que se llevd a cabo una trans-

ferencia de carga desde el Pggp* a la nanoparticula. Tal como se detallé en el Capitulo 2,
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FIGURA 5.13: Tasa maxima de evolucion de oxigeno de cloroplastos. Tasas obtenidas bajo
iluminacién saturante y concentracién de cloroplastos constante (~ 100 ug Chlml~!. La
concentracién de NpAu estudiada fue de 2.8 x 10'! Np - mL~!. Significancia estadistica
con a <0.001.

luego de transferir un electrén, el Pggp* forma Pggo™, el cual vuelve a su estado funda-
mental al tomar electrones provenientes de la division del agua por el complejo proteico
que desarrolla oxigeno (OEC, por sus siglas en inglés). Un aumento en la actividad del
Psso producto de un paso adicional de transferencia de carga hacia la NpAu conduciria en
un aumento proporcional en la actividad del OEC y por ende un aumento en la produc-
cion de Os. Este aumento en la actividad del PSII no necesariamente estd relacionada con
una mayor actividad fotosintética global ya que para eso, los electrones deben llegar hasta
el final de la cadena fotosintética para finalmente convertirse en energia quimica para la
asimilacion del C'O,. Debido a que por cada mol de agua se liberan 4 electrones mientras
que un Pggp* libera solo un electrén por fotédn absorbido, si se duplicé la produccién de
oxigeno en presencia de NpAu, la actividad del Psgy debié aumentar 8 veces respecto al
control. Sin embargo, si este fuese el caso, la tasa de fotoreduccion de DCPIP deberia en-
tonces haber aumentado 8 veces y en cambio solo se duplicd. Esto nos indica que buena
parte de los electrones que esta liberando el Pggp* no estan circulando por la cadena de
transporte electrénico y se pierden en algun otro aceptor de electrones, posiblemente las

NpAu.
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5.3.10. Microscopia de hojas y cloroplastos con NpAu

Con el objetivo de comprobar la presencia de NpAu dentro de las hojas y especificamente,

de los cloroplastos, se llevaron a cabo diferentes microscopias electréonicas de la superficie

y el interior de las hojas y de cloroplastos aislados.

A Imagenes SEM de hojas control. Se muestran dos escalas diferentes en A y B, que corresponden a 2 kX y 200 kX,
respectivamente.

€00 "':
B Imédgenes SEM de hojas con NpAu. Se muestran dos escalas diferentes en A y B, que corresponden a 2 kX y 200 kX,
respectivamente.

FIGURA 5.14: Imagenes SEM de hojas tratadas con suspensiéon de NpAu y solucién con-
trol.

En la Fig. 5.14 A se muestran imagenes SEM de la superficie de hojas tratadas con solucion
control, mientras que en la Fig. 5.14 B se muestras hojas tratadas con NpAu. En ambas, el
cuadrante A corresponde a un aumento tal que posibilita distinguir los estomas presentes
en la superficie de la hoja, los cuales son sensibles a la luz y permiten el intercambio ga-
seoso de COy y H20O en la hoja. Luego, en el cuadrante B se realizé un aumento dentro de
los estomas, en el cual fue posible distinguir gran cantidad de nanoparticulas presentes en

la muestra de hoja tratada con NpAu (Fig. 5.14 B). Es muy interesante observar que las na-
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noparticulas no se encuentran formando aglomerados, sino que se observan nitidamente
de forma individual dentro del estoma en la superficie de la hoja. Ademads, no se observa-
ron particulas de similar tamafio, coloracion y forma en las muestras correspondientes a
las hojas control sin NpAu. Dada la similitud en tamafio, forma y coloracién de estas par-
ticulas que fueron observadas solo en las hojas tratadas con NpAu, con las particulas que
se observaron por SEM de una muestra de NpAu en suspension (Fig. 5.15), se concluyd
que estas particulas se trataban efectivamente de las NpAu y no de otro componente de
la hoja. Como se coment6 anteriormente, dado que la muestra no es un buen conductor
eléctrico, se observaron interferencias y zonas dafiadas por el haz de electrones incidente
sobre la hoja. La baja conductividad eléctrica suele sortearse al depositar un material con-
ductor sobre la superficie. En este caso, como este procedimiento reduciria ampliamente
la capacidad de observar las NpAu, no se realiz6. Para reducir las interferencias y los cam-
bios inducidos sobre la muestra, la técnica a cargo del microscopio SEM, Claudia Marchi,
realizé las medidas rdpidamente evitando enfocar con el haz de electrones una misma
zona por mucho tiempo. Gracias a estos cuidados y su amplia experiencia, se pudieron

obtener las imdgenes SEM presentadas en esta seccion.

FIGURA 5.15: Imagen SEM de una suspensién de NpAu en el medio de sintesis.

Habiendo obtenido imdgenes de las NpAu sobre la superficie de las hojas, se prepararon
muestras para obtener imdgenes del interior de las hojas. Dado que en ese momento no se
contaba con las herramientas para obtener una imagen TEM de una fina lamina de hoja
previamente fijada y tefiida, se cortaron trozos pequefios de las hojas y se colocaron de
forma tal que la seccion de corte transversal quedase hacia arriba. De esta forma fueron

posibles obtener imagenes SEM como las presentadas en la Fig. 5.16. En dicha figura se
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distinguen bajo los distintos aumentos mostrados, la estructura de la pared vegetal y las
células. Sin embargo, no fue posible distinguir de esta forma los cloroplastos y solo se ob-
servaron algunas estructuras basicas. En el panel C de la Fig. 5.16 se observaron pequefias
particulas con la forma, tamafio y coloracién correspondiente a las NpAu observadas por
SEM. Si bien no es posible confirmar, con ésta técnica, que las particulas observadas fue-
ran realmente las NpAu, no se observaron estas particulas en las muestras de hoja control.
Ademas, aunque en la figura se distingue bien el meséfilo, particularmente las células alar-
gadas que constituyen la empalizada donde se realiza fundamentalmente la fotosintesis,

no es posible asegurar con certeza si las particulas estdn dentro o fuera de ella.

FIGURA 5.16: Imagenes SEM de un corte transversal de hoja tratada con NpAu. Las esca-
las en A, By C corresponden a aumentos de 2 kX, 10 kX y 50 kX, respectivamente.

Por otro lado, las imagenes TEM de hojas no se pudieron realizar en paralelo con las ima-
genes SEM debido a que para ello se requiere de un procedimiento previo muy largo y
complejo, al que no se tuvo acceso en ese tiempo. El primer paso de dicho procedimiento
es la fijacion quimica para preservar la muestra biolégica con minima alteracién de vo-
lumen y morfologia del estado nativo, y el segundo paso consiste en aplicar agentes de
tincion para aumentar el contraste de la muestra, el cual de base es muy bajo. En ese mo-
mento, si fue posible obtener imagenes TEM de muestras de cloroplastos con NpAu. Para
ello, de forma andloga a las imagenes TEM de una suspension de NpAu, se depositaron
gotas de la muestra en una grilla adecuada y se obtuvieron las imagenes de la Fig. 5.17.
En dicha figura se distinguen bien las nanoparticulas individuales y también formando
agregados, pero se visualizan pobremente los cloroplastos. No fue posible observar la es-
tructura interna de los cloroplastos, por lo que no se pudo comprobar con estas imagenes,

si las NpAu estan dentro de los cloroplastos o solo adsorbidos en su membrana.

Por ultimo, se pudo completar la informacién microscépica, obteniendo iméagenes de Crio-
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FIGURA 5.17: Imégenes TEM de cloroplastos con NpAu. En ambos cuadrantes se distin-
guen las nanoparticulas dentro y en la periferia de la materia organica correspondiente al
cloroplasto.

TEM en Espafia, gracias a un trabajo en colaboracién entre la Dra. Diz y el grupo de Maria
Luisa Marin en la Universidad Politécnica de Valencia. Las imagenes presentadas en la
Fig. 5.18 se realizaron utilizando un crio-ultramicrotomo, el cual presenta varias ventajas
por sobre los métodos de fijacién convencionales para muestras biolégicas. En dichas ima-
genes fue posible identificar nanoparticulas dentro de las hojas, y también la estructura
de los cloroplastos conservada. En el panel A y B se presentan imagenes con aumentos
tales donde se pueden distinguir claramente las nanoparticulas de forma individual, no
agregadas. Las nanoparticulas se observan, al igual que en todas las imagenes TEM (sin
tincidon negativa), de color oscuro debido a su elevada densidad electrénica. Dada la es-
tructura similar a un canal alrededor de las particulas en los paneles A y B de la Fig. 5.18
se supone que las NpAu se encuentran en un espacio intracelular, una vaina vascular o
bien, en canales internos entre las células del mesoéfilo. Luego en el panel B se pueden ob-
servar otras estructuras de similar contraste y tamafio que las nanoparticulas pero menos
definidas en el interior de las células o compartimentos. Dado que estructuras similares se
observaron en todas las imagenes, incluidas las correspondientes a las hojas control (no
se muestran), deben tratarse de proteinas o agregados proteicos que luego de la fijacion y
tincidon, mejoraron su contraste electrénico natural. Este panel se incluy6 especificamente
para distinguir entre NpAu y proteinas o complejos proteicos. La diferencia fundamen-
tal es la nitidez con la que se observan y la posibilidad de observar particulas esféricas

individuales en el caso de las NpAu, no asi para las proteinas.
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A

FIGURA 5.18: Imégenes de Cryo-TEM de hojas tratadas con NpAu. En A y B se muestran
imagenes donde se distinguen nanoparticulas individuales. En C y D, los aumentos son
menores y se distinguen los cloroplastos y las membranas tilacoidales.

Luego, los paneles C y D de la Fig. 5.18 presentan zonas de las hojas donde se visualizan
los cloroplastos con su estructura interna bien conservada. En ambas se identifican los
cloroplastos de coloracién mds oscura que el medio circundante dada la mayor cantidad
de materia organica en esa zona y por ende, una mayor fijacion y tincién del material bio-
l6gico. Las membranas tilacoides se visualizaron como laminas longitudinales a lo largo
de todo el cloroplasto. Las zonas blancas con bordes poco nitidos corresponden a depési-
tos de almidén, muy comunes en este tipo de hojas. También se visualizan en el panel C
zonas con artefactos en la imagen, particularmente el drea blanca observada entre cloro-
plastos corresponde a una zona donde se rompié o dafio la crio-seccidn, y otra zona negra
mas arriba que corresponderia a la precipitacién de algin agente de tincién o fijacion.
Lamentablemente, luego de la fijacion y la tincién, ambas necesarias para la correcta vi-
sualizacién de la estructura interna de la hoja, no fue posible distinguir con claridad las
nanoparticulas dentro de los cloroplastos ya que ambas estructuras poseen coloraciéon muy
oscura. En el panel D de la Fig. 5.18 se distinguen dentro del cloroplasto algunas particu-

las esféricas que podrian corresponden a las NpAu. Sin embargo, dado que el cloroplasto
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en D esta rodeado de proteinas o agregados proteicos de similar tamafio y coloracion (los
mismos que se ven en el panel B) no fue posible asegurar que las particulas observadas

dentro del cloroplasto se traten efectivamente de NpAu.

5.3.11. Extraccion de clorofila y caracterizacidon espectroscdpica

Se extrajeron los pigmentos fotosintéticos de hojas de espinaca y se realizé una croma-
tografia liquida con el objetivo de separar los carotenoides de las clorofilas. Luego, el
extracto original de hoja se separ6 en dos, uno conteniendo principalmente carotenoides
con una fuerte coloracién amarilla, y otro conteniendo clorofilas (a y b) de coloracion ver-
de. En la Fig. 5.19 se presentan los espectros de absorbancia obtenidos tras la extraccién
y la separacion posterior. En ella se visualiza claramente la disminucién de la absorbancia
a ~ 470 nm, la cual estd asociada principalmente a los carotenoides, en el extracto de

clorofilas respecto al extracto original.

En la zona de 450 - 470 nm la absorcién se debe principalmente a clorofila b y carotenoi-
des presentes en el extracto de hoja original. Dicha absorcién disminuye notablemente,
relativo al maximo, luego de la separacién de los carotenoides por cromatografia. La ban-
da situada en ~ 470 nm en el extracto de clorofilas se debe principalmente a la absorcién
de clorofila b. Por otro lado, es notable la similitud de los espectros del extracto de ca-
rotenoides y el espectro de S-caroteno puro, indicando que este ultimo es el carotenoide

principal del extracto obtenido.

Tras calcular las concentraciones de clorofila y carotenoides en los extractos, se comprobd
analiticamente la disminucién de la proporcidon de carotenoides en la mezcla, ya que la
relacién Chls/Cars aumenté de ~ 3, segtin el dia de extraccion, a ~ 15 luego de separar
los carotenoides por cromatografia. La concentracién de los extractos de clorofila en los
experimentos se mantuvo alrededor de 10 uM en todo momento y la concentracién de

nanoparticulas fue de 25 y 50 pM.

Habiendo confirmado el éxito de la separacién de las clorofilas y los carotenoides, se
llevaron acabo experimentos para determinar los tiempos de vida del singlete y el triplete

de los extractos de clorofila en presencia de dos concentraciones diferentes de NpAu.



5.3. Resultados 181

Absorbancia normalizada muestras

—— Extracto hoja
—— Ext. Clorofilas
Ext. Carotenos
---- b-Caroteno Puro
---- Chl a pura
---- Chl b pura

Absorbancia normalizada (u.r.)

0.0 . . : ; —
350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

FIGURA 5.19: Espectros de absorbancia normalizados de extractos (linea sdlida) y pig-
mentos puros (linea punteada).

5.3.12. Tiempos de vida de fluorescencia de un extracto de clorofila

Se realizaron mediciones de tiempo de vida de fluorescencia de mezclas de clorofila ex-
traida y NpAu, en ambiente de nitrégeno y en aire. Dado que en el proceso interviniente
no involucra tripletes, los resultados deberian ser los mismos. Los decaimientos asi como

los ajustes y sus correspondientes residuos se muestran en las Fig. 5.20 y Fig. 5.21.
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FIGURA 5.20: Decaimientos de fluorescencia de extractos de clorofilas y extractos de
clorofila con NpAu en atmésfera de nitrégeno. Se superponen a los puntos experimentales
las curvas obtenidas tras el ajuste mono y bi-exponencial correspondientes. En la leyenda
se indican los tiempos de vida obtenidos para cada ajuste. En la parte inferior se presenta
la distribucion de residuos para cada ajuste.
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FIGURA 5.21: Decaimientos de fluorescencia de extractos de clorofilas y extractos de
clorofila con NpAu en atmdsfera de aire. Se superponen a los puntos experimentales las
curvas obtenidas tras el ajuste mono y bi-exponencial correspondientes. En la leyenda se
indican los tiempos de vida obtenidos para cada ajuste. En la parte inferior se presenta la
distribucién de residuos para cada ajuste.

Tanto en atmésfera de nitrégeno como en aire los resultados fueron muy similares tal co-
mo se esperaba, sin embargo los cambios asociados a los tiempos de vida por la presencia
de las NpAu son sutiles. Ademds, en ambos casos, los ajustes bi-exponenciales no generan
una distribucién de residuos mds préxima a cero respecto a los ajustes monoexponcia-
les. Asimismo, los tiempos de vida obtenidos para los ajustes monoexponenciales estan
mas proximos al rango esperado, mientras que los obtenidos tras el ajuste bi-exponencial
poseen mayor variabilidad entre los duplicados y los tiempos de vida obtenidos no se co-
rresponden bien a los esperados para clorofila a y b, separadamente. La motivaciéon para
un ajuste bi-exponencial fue la existencia de dos tipos de clorofila con tiempos de vida
diferentes. Por lo tanto, si las NpAu estuviesen afectando tnicamente a una de ellas, se
podria idenficar cual de acuerdo a los tiempos caracteristicos de cada una. Sin embargo,
dado que las diferencias en los tiempos de vida de las clorofilas no se diferencian sufi-
cientemente, la capacidad para diferenciarlas es limitada y depende fuertemente de los
parametros de entrada del ajuste y la relacion sefial/ruido de la fluorescencia obtenida.
Los tiempos de vida de clorofila a y b en distintos solventes y en los obtenidos en los ex-

perimentos aqui descriptos se presentan en la Tabla 5.5.

En un trabajo reciente de Mezacasa y cols.[76] se observo un aumento de la fluorescencia



5.3. Resultados

183

TABLA 5.5: Tiempos de vida del singlete experimentales y bibliograficos para clorofila a y
b. Se muestran los resultados tras los ajuste mono y bi-exponenciales.

7 (ns) 7 (ns) .
Muestra Solvente Referencia
(mono-exp.) (bi-exp.)
5.44-6.12 - Metanol
5.55 - Etanol 95 % [75]
Chla
6.04-7.19 - Piridina, Tolueno
5.06 - Metanol:H,O [76]
2.9 - Etanol
Chl b [77]
2.9-3.1 - Acetona
5.88 £ 0.14
Chla+b(3:1) 4.68 + 0.02
2.08 +£1.44
7.33 + 0.77 AcN:H,0 Este trabajo
Chl a + b (3:1) + NpAu 4.59 + 0.12
1.99 + 0.04

de clorofila a en presencia de nanoparticulas de oro de 5, 10 y 20 nm, aunque el tiempo de
vida de la fluorescencia no cambid. Alli los autores reportaron un tiempo de vida de 5.06
ns para el singlete de la clorofila en una mezcla de solvente HoO-Metanol. Teniendo en
cuenta que en el extracto de clorofilas aqui estudiado se tiene una proporcion de clorofila
a vy b de aproximadamente 2.7, el valor obtenido de 4.68 + 0.02 es razonable para una
mezcla de tiempos de vida de 5 - 6 ns para clorofila a y 3 ns para clorofila b. Se calculé un
promedio ponderado de los tiempos de vida individuales (5.06 y 2.9 ns) considerando la
poblacidn relativa de estos pigmentos (~ 3:1). Se obtuvo asi un tiempo de vida promedio
de 4.7 ns, el cual es igual al valor obtenido para el extracto de clorofilas de acuerdo al
ajuste mono-exponencial. Dado que el tiempo de vida de la clorofila b es menor que el de
clorofila a, se adjudico el tiempo de vida mds corto a Chl b y el mas largo a Chl a, tras el
ajuste bi-exponencial. En la Tabla 5.5 se muestran dichos valores y se puede apreciar que
no se corresponden tan bien a los tiempos de vida esperados para Chl a y Chl b puros y
poseen alta variabilidad. Esto dltimo sumado al hecho de que los ajustes bi-exponenciales
no fueron mejores que los mono-exponenciales, los ajustes bi-exponenciales se descarta-

romn.

Respecto a los cambios inducidos por las nanoparticulas, los tiempos de vida obtenidos
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tras el ajuste monoexponencial no se vieron modificados por la presencia de las NpAu. La
disminucion observada en los tiempos de vida no es significativa. Lo que si se observo fue
una disminucién de la intensidad de la sefial en los decaimientos en atmoésfera de nitro-

geno con NpAu (Fig. 5.20), pero esto no se repitio en aire (Fig. 5.21).

En resumen, los cambios en los tiempos de vida de las mezclas de clorofila y NpAu fueron

andlogos a los obtenidos por Mezacasa y cols[76].

5.3.13. Fluorescencia estacionaria de extractos de clorofila

Se determinaron los espectros de fluorescencia de mezclas de clorofilas a y b y NpAu uti-
lizando un fluorometro de estado estacionario. Dado que dichos espectros se registraron
en conjunto con las medidas de flash fotdlisis, la concentracién de las muestras es alta y
por ende la absorbancia de las mismas también lo es. Por ello, fue necesario corregir los
espectros de emision por efectos de filtro interno primario y secundario de acuerdo a la
Ec. 3.13 que también se usé para corregir los espectros de fluorescencia de cloroplastos.
La longitud de onda de excitacion fue de 355, 460 y 520 nm. La excitacién a 355 nm se
debe a que esta fue la longitud de onda de irradiacion del laser en flash fotélisis y donde la
muestra presenta alta absorbancia. La excitaciéon a 460 nm es la longitud de onda donde
se observa mayor emision en cloroplastos y hojas, es una longitud de onda estandarizada
para esos sistemas. Por tltimo, la excitaciéon a 520 nm corresponde a la posicién del ma-
ximo de absorcidn de las NpAu. En la Fig. 5.22 se resumen los espectros de absorbancia
y los espectros de emisién experimentales y corregidos por filtro interno para una excita-
cion a 355 nm. Los mismos resultados en los espectros de fluorescencia se observaron con

excitacién de 460 y 520 nm.

En presencia de nanoparticulas, se observd un incremento de la fluorescencia corregida a
todas las longitudes de onda de excitacion siendo mds significativo a 355 nm (16 %) y 520

nm (10 %).

Mezacasa y cols[76] observaron un aumento de la fluorescencia de la clorofila a en presen-
cia de NpAu en el medio. Mientras que Barazzouk y cols.[7], observaron una disminucion

de la fluorescencia de clorofila a. A modo de distinguir entre estas dos posibilidades, se
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FIGURA 5.22: Espectros de absorbancia y fluorescencia de las muestras estudiadas.

analizaron los espectros de fluorescencia de un extracto de clorofilas con distintas concen-
traciones de NpAu. Estas determinaciones se realizaron en paralelo con las correspondien-
tes al tiempo de vida del triplete (Subseccidn 5.3.14) por lo que se registr6 la fluorescencia
de clorofila de mezclas de clorofila y NpAu antes y después de la irradiacién producto del
laser de flash fotdlisis. Dado que el trabajo de Mezacasa y cols. es posterior a los expe-
rimentos aqui citados, los espectros de fluorescencia de las mezclas se obtuvieron para
obtener un seguimiento de la concentracién y particularmente identificar degradacién de

la muestra tras las medidas con el laser.

Si bien los cambios son sutiles, permitieron diferenciar el comportamiento entre lo que
reportaron Barazzouk[7] y Mezacasa[76]. Dado que se observé un aumento de la fluores-
cencia y no se modifico el tiempo de vida de la fluorescencia, los resultados aqui obtenidos
estan en concordancia con los reportados por Mezacasa y cols.[76]. Como la relacién de

concentracién de NpAu y clorofila utilizada fue menor a la reportada en Mezacasa y cols.,
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es razonable que los cambios hayan sido menos marcados.

Este incremento de la fluorescencia observado en presencia de las NpAu es originado
por el fendmeno conocido como fluorescencia reforzada por metal (MEF). La MEF esta
relacionada con la resonancia de plasmon la cual es la responsable de elevar el campo
eléctrico incidente sobre las clorofilas cercanas a la superficies metélica de las NpAu[78,

791.

5.3.14. Fotolisis de destello laser de un extracto de clorofila

La participacién del estado excitado triplete de las clorofilas se investigd mediante experi-
mentos de fotdlisis de destello laser. Por tanto, las soluciones desaireadas en acetonitrilo
y agua de clorofilas 10uM y NpAu 25 y 50 uM, se sometieron a excitacion por destello de
laser (355 nm). Se registraron los transientes en el rango del visible y se ajustaron los de-
caimientos en las regiones de mayor interés. En la Fig. 5.23 se presentan algunos ejemplos
de los transientes observados para las muestras en la regién del visible. Alrededor de 440
nm y 660 nm se evidencian zonas bien conocidas de absorcién del estado fundamental
(ver Fig. 5.22 A) mientras que entre 500 nm y 540 nm se presenta la absorcion del triplete

de clorofila que a su vez se superpone con la del radical catién de la misma[7].
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FIGURA 5.23: Espectros de absorcion del transiente registrados después de 2 us del des-
tello del laser (355 nm) para las muestras investigadas.

El cambio principal por accién de las NpAu en los espectros de absorcién del transiente de

clorofila fue el aumento de la intensidad de las bandas tanto de bleaching como de absor-
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cién. No se observaron cambios importantes en la distribucién espectral de los transientes.
Estas variaciones se repiten a distintos tiempos de observacién luego del destello del 14-
ser pero los cambios fueron menores conforme aumentd el tiempo. En la Fig. 5.24 se
resumen los transientes obtenidos para las muestras a distintas longitudes de onda, tanto
en la zona del bleaching como de absorcion. Para cada decaimiento se ajustaron mono y
bi-exponenciales tal como se realizé para los decaimientos de fluorescencia de la seccién
anterior. Luego de descartar los ajustes bi-exponenciales por no reproducir resultados con-
sistentes, se graficaron las curvas correspondientes a los ajustes mono-exponenciales en la

Fig. 5.24.

Nuevamente, se puede observar el aumento en la intensidad de la sefial en las muestras
con NpAu a todas las longitudes de onda. Los cambios en los tiempos de vida fueron
sutiles y no se distinguen a simple vista en los decaimientos. Luego de ajustar mono-
exponenciales para cada longitud de onda con suficiente relacién sefial/ruido, para cada
uno de los duplicados de las muestras, se promediaron los tiempos de vida obtenidos pa-
ra cada muestra considerando unicamente aquellos ajustes con una buena dispersion de

residuos y un R? >0.98.

Como se puede observar en la Fig. 5.24, las intensidades de los decaimientos son bajas.
Esto se debid, por un lado, a que el medio utilizado, una mezcla de acetonitrilo-agua, no
es un solvente éptimo para la clorofila como si lo es para las nanoparticulas. Al principio
de los experimentos se busco un solvente que pudiera contener ambos sistemas, evitando
la floculacidon de las nanoparticulas y la precipitacion de la clorofila. La presencia de ci-
tratos en la superficie de las nanoparticulas no permiten la suspensién de las mismas en
solventes poco polares y la clorofila por otro lado, por su caracter fuertemente hidréfébico,
presentd el comportamiento inverso. Las nanoparticulas precipitaron en cualquier combi-
nacion de alcoholes y acetona en donde la clorofila era soluble. Descartando los alcoholes,
se encontrd que los mejores resultados se obtuvieron con mezclas de acetona o acetoni-
trilo con agua. Dada la mejor reproducibilidad de las medidas y la menor volatilidad del

acetonitrilo, se eligi6 la combinacion acetonitrilo-agua.

Ademas, las muestras preparadas contenian aproximadamente 10 M de clorofila a pesar
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FIGURA 5.24: Trazas cinéticas obtenidas tras la excitacion (355 nm) por fotdlisis de des-
tello laser a distintas longitudes de onda de observacion para las muestras en estudio. Las
curvas punteadas corresponden a los ajustes monoexponenciales correspondientes a cada

decaimiento.

de que podian concentrarse mas para determinar los transientes de absorcion. La limita-

cién experimental para ello fue la capacidad de reabsorcién de la emision de la clorofila,

la cual podria interferir en los experimentos. Como se menciond anteriormente, Fig. 5.6,

la emision de la fluorescencia de clorofila, cloroplastos y hojas puede ser reabsorbida dada

la superposicion de las bandas de absorcion y emisién en la zona del rojo del espectro. Se

realizaron determinaciones a concentraciones mayores de clorofila pero la intensidad de
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la sefial no mejor6 significativamente, presumiblemente debido al efecto de reabsorcion
de luz y a la eleccién del solvente. Por otro lado, en los trabajos de referencias se sue-
len utilizar cantidades similares de aceptor y donor, mientras que la concentracién de las

NpAu estaba limitada por la sintesis y la dilucién por el cambio de solvente.

Dada la dispersion de los datos, se decidié presentar y analizar los tiempos de vida del
triplete obtenidos mediante un diagrama de cajas (box-plot). De esta forma es posible
visualizar la distribucion de los tiempos de vida obtenidos, y a su vez facilitar la compa-
racion entre grupos. Los resultados estdn presentados en la Fig. 5.25. El valor medio para
el tiempo de vida del triplete del control de clorofila 10 uM sin NpAu fue de 18 + 4 us,
mientras que para las muestras con 25uM y 50 uM de NpAu aumenté a 21 + 5 usy 29 +
6 us, respectivamente. Solo los cambios en los tiempos de vida obtenidos para el control

y para 50uM de NpAu fueron significativos.
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FIGURA 5.25: Diagrama de caja de los tiempos de vida de triplete de clorofila en presencia
de 0, 25 6 50 uM de NpAu. Los datos corresponden a ajustes monoexponenciales de datos
con buena relacién sefial/ruido, resultando en aproximadamente 40 datos por muestra.

Los tiempos de vida del triplete reportados en bibliografia dependen fuertemente del sol-
vente, variando entre 30 y 600 us para Chl a y entre 150 y 1300 us para Chl 5[80]. Los
tiempos de vida menores corresponden a solventes mas polares como los aqui utilizados,
por ende el valor obtenido se encuentra dentro del rango esperado. El aumento de los
tiempos de vida del triplete por la presencia de las NpAu es interesante. En general, un

quenching del estado excitado triplete es acompafiado usualmente de una disminucién del
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tiempo de vida del mismo. Esto fue lo que observé Barazzouk y cols. en su trabajo, donde
el tiempo de vida del triplete disminuyd a la mitad por las NpAu en medio orgdnico. En
un trabajo reciente se investigé la variabilidad del tiempo de vida del triplete de Chl a en
distintos solventes[81]. Aunque los autores reportan valores mucho menores a los espera-
dos (del orden de 1 a 12 us), observaron que si bien los tiempos de vida eran altamente

variables no sucedia lo mismo con el rendimiento cudntico del triplete.

Habiendo determinado cada dia de medicién un blanco con xantona, un patron bien cono-
cido por tener un rendimiento cuantico de formacidén del triplete (®1) de aproximadamen-
te 1, se pudieron estimar los ® para las muestras estudiadas. Dichos valores aumentaron
conforme aumenté la concentracion de NpAu, para el control fue de 0.12 mientras que

para 25uM y 50 uM de NpAu fue de 0.15 y 0.17, respectivamente.

A continuacion, se buscaron referencias donde se observara un aumento del tiempo de
vida del triplete como respuesta a la presencia de nanoparticulas de metales pesados.
Masilela y Nyokong observaron un aumento del tiempo de vida y del rendimiento cudn-
tico de formacién del triplete de ftalocianinas en presencia de NpAu[82]. Dicho aumento
fue mayor cuando la ftalocianina se encontraba unida covalentemente a la nanoparticula.
Mientras que el tiempo de vida y rendimiento cudntico de fluorescencia disminuyeron,
producto del quenching de las nanoparticulas. Los autores sugirieron que las NpAu fomen-
tan el cruce entre sistemas (ISC) al estado de triplete de las ftalocianinas. También se ha
reportado el aumento del tiempo de vida del triplete por la presencia de quantum dots que
suele ir acompaifiado de una disminucién en ®, y un aumento en 7 y el rendimiento

cuantico de formacién de oxigeno singlete (®)[83-85].

Por ende, el aumento del 7 y & producto de la presencia de NpAu puede adjudicarse
a un incremento en la constante cinética asociada al ISC dada la presencia de un metal
pesado como el oro. Un incremento en dicha constante conduce a un aumento en la con-
centracion de estado triplete y por ende una acumulacion de la concentracién del triplete.
En soluciones homogéneas, la vida util observada en estado triplete de muchos colorantes
depende de varios factores, tales como la naturaleza del solvente, la concentracion en el

estado fundamental, la concentracién del estado triplete y la presencia de quenchers. La
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reduccion de la exposicion del colorante a su entorno o micro-ambiente inmediato, se ha
utilizado para explicar el aumento de la vida 1til de los tripletes[82]. Por ejemplo, Foley
y cols., observaron un aumento del tiempo de vida del triplete de ftalocianinas al reducir
la concentracion de agua en el medio y por ende, en el micro-ambiente circundante al
pigmento[86]. Este podria ser el caso aqui, donde no solo las NpAu aumentan la tasa de
formacion del estado triplete, sino que ademads estabilizan este estado excitado, aumen-

tando asi su tiempo de vida.

5.4. Conclusiones

La presencia de nanoparticulas de oro afecté altamente las propiedades fotofisicas de las
hojas, cloroplastos y extracto de clorofilas. En hojas y cloroplastos, la fluorescencia de
clorofila se desactivd y la emisién del PSII se redujo en comparacién con la emisién de
PSI (disminucién del cociente Fyq/F'tqr—req). Los resultados de fluorescencia estacionaria
siguieron la misma tendencia para las hojas intactas (después de la correccidon para los
procesos de reabsorcion de luz) y para los cloroplastos. La cinética de Kautsky en hojas se
alteré completamente y casi todos los parametros fotosintéticos perdieron su significado
fisico original, como se demostrd al resolver el mecanismo propuesto que incluia un pro-
ceso de transferencia de carga desde el Pggo* hacia las NpAu. La evolucién de oxigeno y la
tasa de fotoreduccién de DCPIP en cloroplastos aislados aumentaron sensiblemente. Todos
los resultados en hojas y cloroplastos pueden justificarse planteando una transferencia de

electrones desde el estado excitado de Pggp* a las NpAu.

El aparente aumento en la actividad fotosintética observado por métodos indirectos no fue
real, sino un resultado artificial causado por el proceso de transferencia de carga adicional.
En otras palabras, lo que se cuantifica en el ®pgyy, la tasa de evolucion de O, y fotoreduc-
cién de DCPIP, entre otros, es el aumento de la actividad fotoquimica del PSII. En este
caso, este aumento en la actividad del PSII no conduce a un aumento en la fotosintesis
neta (dada por la cantidad de ATP, NADPH y azucares formados), sino que parte de estos
electrones se pierden en el proceso de transferencia de carga que involucra las NpAu. Este

es un punto crucial para la evaluacion del estrés de las plantas causado por ciertos agentes.
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Por otro lado, fue posible verificar mediante microscopias electrénicas la presencia de
NpAu dentro de la hoja (con seguridad, dentro de los estomas y los espacios intercelulares
de hojas tratadas con NpAu, (Fig. 5.18)). Esto ultimo es importante ya que permitié plan-
tear un efecto de transferencia de carga entre la antena y el centro de reaccién del PSII

con las nanoparticulas, lo cual requiere de gran proximidad entre ambos sistemas.

En este capitulo, ademds de los resultados sobre el efecto de NpAu en las propiedades
fotofisicas de las plantas, verificamos que algunos agentes pueden actuar como aceptores
de electrones del Pggp* y asi falsificar las mediciones de actividad fotosintética basadas en

la evolucién de oxigeno, la reaccion de Hill y fluorescencia de clorofila.

Por ultimo, las propiedades fotofisicas de las clorofilas en presencia de NpAu cambiaron
sensiblemente. Si bien el comportamiento de la clorofila en las hojas y cloroplastos es muy
diferente que en solucidn, estos resultados nos permitieron confirmar en una escala mds
simple, la capacidad de las NpAu de modificar las propiedades fotofisicas de las clorofilas.
De todas formas, pudo mostrarse claramente que el comportamiento fotofisico de las clo-
rofilas en solucién (en presencia de NpAu) no es extrapolable al comportamiento de estos
pigmentos cuando se encuentran insertos en los fotosistemas de las hojas, que constituyen

entidades bioldgicas mucho mds complejas.

Referencias

(1) Colomban, P. J. Nano Res. 2009, 8, 109-132.
(2) Freestone, I.; Meeks, N.; Sax, M. e Higgitt, C. Gold Bull. 2007, 40, 270-277.

(3) Ruivo, A.; Gomes, C.; Lima, A.; Botelho, M. L.; Melo, R.; Belchior, A. y de Matos,
A. P. J. Cult. Heritage 2008, 9, e134-e137.

(4) Spadavecchia, J.; Apchain, E.; Albéric, M.; Fontan, E. y Reiche, I. Angew. Chem.
Int. Ed. 2014, 126, 8503-8506.

(5) Faraday, M. Philos. Trans. R. Soc. 1857, 145-181.

(6) Mie, G. Ann. Phys. 1908, 330, 377-445.



REFERENCIAS 193

(7)

(8)

)

(10)

(1D
(12)

(13)

(14

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21

(22)

Barazzouk, S.; Kamat, P. V. y Hotchandani, S. Journal of Physical Chemistry B
2005, 109, 716-723, DOI: 10.1021/jp046474s.

Park, J. S.; Park, K.; Moon, H. T.; Woo, D. G.; Yang, H. N. y Park, K.-H. Langmuir

2009, 25, 451-457.

Paciotti, G. F.; Kingston, D. G. y Tamarkin, L. Drug development research 2006, 67,
47-54.

Duncan, B.; Kim, C. y Rotello, V. M. Journal of controlled release 2010, 148,
122-127.

Yguerabide, J. e Yguerabide, E. E. Journal of Cellular Biochemistry 2001, 84, 71-81.
Wang, Z. y Ma, L. Coordination Chemistry Reviews 2009, 253, 1607-1618.

Liz-Marzan, L. M. Mater. Today 2004, 7, 26-31, DOI: 10.1016/S1369-7021(04)

00080-X.
Daniel, M.-C. y Astruc, D. Chemical reviews 2004, 104, 293-346.

Murphy, C. J.; Sau, T. K.; Gole, A. M.; Orendorff, C. J.; Gao, J.; Gou, L.; Hunyadi,
S. E. y Li, T. J. Phys. Chem. B 2005, 109, 13857-13870.

Murphy, C. J.; Gole, A. M.; Hunyadi, S. E.; Stone, J. W.; Sisco, P. N.; Alkilany, A.;
Kinard, B. E. y Hankins, P. Chem. Commun. 2008, 544-557.

Steffen, R.; Kelly, A. A.; Huyer, J.; Dormann, P. y Renger, G. Biochemistry 2005,
44, 3134-3142.

Alivisatos, P. Nature biotechnology 2004, 22, 47-52.

Shukla, R.; Bansal, V.; Chaudhary, M.; Basu, A.; Bhonde, R. R. y Sastry, M. Lang-
muir 2005, 21, 10644-10654.

Colvin, V. L. Nat. Biotechnol. 2003, 21, 1166-1170.

Boken, J.; Khurana, P.; Thatai, S.; Kumar, D. y Prasad, S. Appl. Spectrosc. Rev.
2017, 52, 774-820.

Eichert, T.; Kurtz, A.; Steiner, U. y Goldbach, H. E. Physiol. Plant. 2008, 134,

151-160, DOI: 10.1111/3.1399-3054.2008.01135.x.


https://doi.org/10.1021/jp046474s
https://doi.org/10.1016/S1369-7021(04)00080-X
https://doi.org/10.1016/S1369-7021(04)00080-X
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.2008.01135.x

194

REFERENCIAS

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(3D

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

Corredor, E.; Testillano, P. S.; Coronado, M.-J.; Gonzalez-Melendi, P.; Fernandez-
Pacheco, R.; Marquina, C.; Ibarra, M. R.; de la Fuente, J. M.; Rubiales, D.; Pérez-
de-Luque, A. y col. BMC Plant Biol. 2009, 9, 1-11.

Amendola, V.; Pilot, R.; Frasconi, M.; Marago, O. M. y Iati, M. A. J. Phys.: Condens.
Matter 2017, 29, 203002.

Kreibig, U. y Vollmer, M. en Optical properties of metal clusters; Springer: 1995,
pags. 13-201.

Hergert, W. y Wriedt, T., The Mie theory: basics and applications; Springer: 2012;
vol. 169.

Link, S. y El-Sayed, M. A. J. Phys. Chem. B 1999, 103, 4212-4217.

Jain, P. K.; Lee, K. S.; El-Sayed, I. H. y El-Sayed, M. A. J. Phys. Chem. B 2006, 110,
7238-7248.

Doak, J.; Gupta, R.; Manivannan, K.; Ghosh, K. y Kahol, P. Physica E 2010, 42,
1605-1609.

Barazzouk, S.; Bekalé, L. y Hotchandani, S. J. Mater. Chem. 2012, 22, 25316-25324.

Falco, W.; Botero, E.; Falcao, E.; Santiago, E.; Bagnato, V. y Caires, A. Journal of

Photochem. Photobiol. A: Chemistry 2011, 225, 65-71.

Feichtmeier, N. S.; Walther, P. y Leopold, K. Environ. Sci. Pollut. Res. 2015, 22,

8549-8558.

Sabo-Attwood, T.; Unrine, J. M.; Stone, J. W.; Murphy, C. J.; Ghoshroy, S.; Blom,
D.; Bertsch, P. M. y Newman, L. A. Nanotoxicology 2012, 6, 353-360.

Zhu, Z.-J.; Wang, H.; Yan, B.; Zheng, H.; Jiang, Y.; Miranda, O. R.; Rotello, V. M.;

Xing, B. y Vachet, R. W. Environmental science & technology 2012, 46, 12391-12398.

Arora, S.; Sharma, P.; Kumar, S.; Nayan, R.; Khanna, P. y Zaidi, M. Plant Growth
Regul. 2012, 66, 303-310.

Vior, M. C. G.; Awruch, J.; Dicelio, L. E. y Diz, V. E. Journal of Photochem. Photobiol.
A: Chemistry 2019, 368, 242-247.

Gamon, J.; Pefiuelas, J. y Field, C. Remote Sens. Environ. 1992, 41, 35-44.

Pefiuelas, J.; Llusia, J.; Pinol, J. y Filella, I. Int. J. Remote Sens. 1997, 18, 2863-2868,

DOI: 10.1080/014311697217387.


https://doi.org/10.1080/014311697217387

REFERENCIAS 195

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

47)

(48)
(49)

(50)

(51
(52)
(53)

54

(55)

Seelig, H.-D.; Hoehn, A.; Stodieck, L.; Klaus, D.; Adams lii, W. y Emery, W. Remote

Sens. Environ. 2008, 112, 445-455, DOI: 10.1016/j.rse.2007.05.002.

Hunt Jr, E. R. y Rock, B. N. Remote Sens. Environ. 1989, 30, 43-54, DOI: 10.1016/

0034-4257(89)90046-1.

Sims, D. A. y Gamon, J. A. Remote Sens. Environ. 2003, 84, 526-537, DOI: 10.

1016/50034-4257(02)00151-7.

Gao, B.-c. Remote Sens. Environ. 1996, 58, 257-266, DOI: 10 . 1016 / 50034 -

4257(96) 00067 - 3.

Ramos, M. E. y Lagorio, M. G. Photochemical & Photobiological Sciences 2004, 3,
1063-1066, DOI: 10.1039/b406525e.

Griffiths, G.; Brands, R.; Burke, B.; Louvard, D. y Warren, G. J. Cell Biol. 1982, 95,

781-792, DOI: 10.1083/jcb.95.3.781.

Tokuyasu, K. J. Ultrastruct. Res. 1978, 63, 287-307, DOI: https://doi.org/10.

1016/S0022-5320(78)80053-7.

Dean, R. L. y Miskiewicz, E. Rates of Electron Transport in the Thylakoid Membra-
nes of Isolated, Illuminated Chloroplasts Are Enhanced in the Presence of Ammo-

nium Chloride, 2003, DOI: 10.1002/bmb.2003.494031060265.

Joly, D. y Carpentier, R. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.) 2011, 684,

321-325, DOI: 10.1007/978-1-60761-925-3_24.
Pfiindel, E. Photosynth. Res. 1998, 56, 185-195.
Weis, E. Plant Physiol. 1984, 74, 402-407.

Lichtenthaler, H. K. y Buschmann, C. Handbook of Food Analytical Chemistry 2005,

2-2,171-178, DOI: 10.1002/0471709085. ch21.

Lakowicz, J. R. en Principles of fluorescence spectroscopy; Springer: 1999, pags. 25-61.
Walker, D. A. Photosynth. Res. 2002, 73, 51-54.

Ventrella, A.; Catucci, L. y Agostiano, A. Bioelectrochemistry 2010, 79, 43-49.

Dean, R. L. y Miskiewicz, E. Biochemistry and Molecular Biology Education 2003,
31, 410-417.

Delieu, T. y Walker, D. New Phytol. 1972, 71, 201-225.


https://doi.org/10.1016/j.rse.2007.05.002
https://doi.org/10.1016/0034-4257(89)90046-1
https://doi.org/10.1016/0034-4257(89)90046-1
https://doi.org/10.1016/S0034-4257(02)00151-7
https://doi.org/10.1016/S0034-4257(02)00151-7
https://doi.org/10.1016/s0034-4257(96)00067-3
https://doi.org/10.1016/s0034-4257(96)00067-3
https://doi.org/10.1039/b406525e
https://doi.org/10.1083/jcb.95.3.781
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0022-5320(78)80053-7
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0022-5320(78)80053-7
https://doi.org/10.1002/bmb.2003.494031060265
https://doi.org/10.1007/978-1-60761-925-3_24
https://doi.org/10.1002/0471709085.ch21

196

REFERENCIAS

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

Carpentier, R. y col., Photosynth. Res. protocols; Springer: 2004; vol. 274.

Haiss, W.; Thanh, N. T.; Aveyard, J. y Fernig, D. G. Analytical chemistry 2007, 79,
4215-4221.

Zhou, J.; Beattie, D. A.; Ralston, J. y Sedev, R. Langmuir 2007, 23, 12096-12103.

Habib, A.; Tabata, M. y Wu, Y. G. Bulletin of the Chemical Society of Japan 2005,
78, 262-269.

Wang, A.; Ng, H. P.; Xu, Y.; Li, Y.; Zheng, Y.; Yu, J.; Han, F.; Peng, F. y Fu, L. J.
Nanomater. 2014, 2014.

Gerhards, M.; Rock, G.; Schlerf, M. y Udelhoven, T. Int. J. Appl. Earth Obs. Geoinf.
2016, 53, 27-39, DOI: 10.1016/3 . jag.2016.08.004.

Lagorio, M. G. en Chlorophyll Struct. Prod. Med. Uses; Nova Science Publishers
New York: 2011, pags. 115-150.

Buschmann, C. Variability and application of the chlorophyll fluorescence emission

ratio red/far-red of leaves, 2007, DOI: 10.1007/s11120-007-9187-8.

Yaryura, P.; Cordon, G.; Leon, M.; Kerber, N.; Pucheu, N.; Rubio, G.; Garciéa, A.
y Lagorio, M. G. 2009, 195, 186-196, DOI: 10.1111/j.1439-037x.2008.00359.. x.

Iriel, A.; Novo, J. M.; Cordon, G. B. y Lagorio, M. G. Photochem. Photobiol. 2014,
90, 107-112, DOI: 10.1111/php.12142.

Subhash, N.; Wenzel, O. y Lichtenthaler, H. K. Remote Sens. Environ. 1999, 69,
215-223.

Natarajan, L. V.; Ricker, J. E.; Blankenship, R. E. y Chang, R. Photochem. Photobiol.

1984, 39, 301-306, DOI: 10.1111/j.1751-1097.1984.tb08181 .x.

Rajagopal, S.; Egorova, E. A.; Bukhov, N. G. y Carpentier, R. Biochimica et Biophy-
sica Acta (BBA)-Bioenergetics 2003, 1606, 147-152.

Samuilov, V. D.; Borisov, A. Y.; Barsky, E. L.; Borisova, O. F. y Kitashov, A. V. [UBMB
Life 1998, 46, 333-341.

Kato, Y.; Sugiura, M.; Oda, A. y Watanabe, T. Proc. Natl. Acad. Sci. 2009, 106,

17365-17370.

Merchant, S. y Sawaya, M. R. The Plant Cell 2005, 17, 648-663.


https://doi.org/10.1016/j.jag.2016.08.004
https://doi.org/10.1007/s11120-007-9187-8
https://doi.org/10.1111/j.1439-037x.2008.00359.x
https://doi.org/10.1111/php.12142
https://doi.org/10.1111/j.1751-1097.1984.tb08181.x

REFERENCIAS 197

(72) Scanlon, M. D.; Peljo, P.; Méndez, M. A.; Smirnov, E. y Girault, H. H. Chemical
science 2015, 6, 2705-2720.

(73) Hendrickson, L.; Furbank, R. T. y Chow, W. S. Photosynth. Res. 2004, 82, 73.

(74) Blankenship, R. E.; Babcock, G. T. y Sauer, K. Biochimica et Biophysica Acta 1975,
376, 105-115.

(75) Connolly, J. S.; Janzen, A. F. y Samuel, E. B. Photochem. Photobiol. 1982, 36,

559-563, DOI: 10.1111/3j.1751-1097.1982.tb04416.x.

(76) Mezacasa, A. V.; Queiroz, A. M.; Graciano, D. E.; Pontes, M. S.; Santiago, E. F.;
Oliveira, I. P.; Lopez, A. J.; Casagrande, G. A.; Scherer, M. D.; dos Reis, D. D.;
Oliveira, S. L. y Caires, A. R. J. Photochem. Photobiol., A 2020, 389, DOI: 10 .

1016/j . jphotochem.2019.112252.

(77) Pfarrherr, A.; Teuchner, K.; Leupold, D. y Hoffmann, P. J. Photochem. Photobiol., B

1991, 9, 35-41, DOI: 10.1016/1011-1344(91)80002-Y.

(78) Aslan, K.; Malyn, S. N. y Geddes, C. D. J. Fluoresc. 2006, 17, 7-13, DOI: 10.1007/

s10895-006-0149-x.
(79) Geddes, C. D. Phys. Chem. Chem. Phys. 2013, 15, 19537, DOI: 10.1039/¢3cp90129g.

(80) Niedzwiedzki, D. M. y Blankenship, R. E. Photosynth. Res. 2010, 106, 227-238,

DOI: 10.1007/s11120-010-9598-9.

(81) Kosumi, D.; Nishiguchi, T.; Amao, Y.; Cogdell, R. y Hashimoto, H. J. Photochem.

Photobiol., A 2018, 358, 374-378, DOI: 10.1016/j . jphotochem.2017.09.046.

(82) Masilela, N. y Nyokong, T. J. Photochem. Photobiol., A 2011, 223, 124-131, DOI:

10.1016/j . jphotochem.2011.08.009.

(83) Idowu, M.y Nyokong, T. J. Lumin. 2009, 129, 356-362, DOI: 10.1016/j.jlumin.

2008.11.005.

(84) Moeno, S. y Nyokong, T. Polyhedron 2008, 27,1953-1958, DOI: 10.1016/j.poly.

2008.03.007.

(85) Idowu, M. y Nyokong, T. J. Photochem. Photobiol., A 2007, 188, 200-206, DOI:

10.1016/73 . jphotochem.2006.12.013.

(86) Foley, M. S.; Beeby, A.; Parker, A. W.; Bishop, S. M. y Phillips, D. J. Photochem.

Photobiol., B 1997, 38, 10-17, DOI: 10.1016/51011-1344(96)07434-9.


https://doi.org/10.1111/j.1751-1097.1982.tb04416.x
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2019.112252
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2019.112252
https://doi.org/10.1016/1011-1344(91)80002-Y
https://doi.org/10.1007/s10895-006-0149-x
https://doi.org/10.1007/s10895-006-0149-x
https://doi.org/10.1039/c3cp90129g
https://doi.org/10.1007/s11120-010-9598-9
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2017.09.046
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2011.08.009
https://doi.org/10.1016/j.jlumin.2008.11.005
https://doi.org/10.1016/j.jlumin.2008.11.005
https://doi.org/10.1016/j.poly.2008.03.007
https://doi.org/10.1016/j.poly.2008.03.007
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2006.12.013
https://doi.org/10.1016/s1011-1344(96)07434-9

198 REFERENCIAS




CAPITULO

Nanoparticulas de Magnetita

6.1. Introduccion

6.1.1. Antecedentes cientificos

La nanotecnologia es una industria emergente que tiene un papel competente en todos los
sectores de la vida, incluida la agricultura[1]. Se ha documentado bien una gran diversi-
dad de impactos de los nanomateriales en las plantas y la agricultura, lo que demuestra
que los impactos positivos y negativos dependen de sus diferentes propiedades[2-8]. La
eficiencia de los éxidos de hierro a granel para proporcionar hierro a las plantas se ha
multiplicado tras su conversion en nanoparticulas[3, 8]; por lo que estas nanoparticulas
se estan abriendo camino en el desarrollo de la agricultura y otras industrias. Esto se debe
a sus propiedades unicas, como el confinamiento cudntico, la alta energia superficial, alta

relacion area superficial/volumen y una serie de propiedades cataliticas[9, 10].

La tecnologia de nanoparticulas de 6xido de hierro ha abierto nuevas oportunidades para
la produccion de fertilizantes rentables y amables con el medio ambiente[11, 12]. Tienen
mas potencial para aumentar el rendimiento y la produccién de los cultivos debido a la
mayor eficiencia de fertilizaciéon debido a la liberacion lenta de nutrientes; menos estrés
salino en las raices al reducir la acumulacién de sales solubles en la zona de la raiz; mini-
mizacién de costos y reduccion de la pérdida de nutrientes al restringir su conversion de
forma de consumo a forma de desecho, controlando asi la contaminaciéon ambiental[8].
Atar y cols.[13] también han sefialado el papel beneficioso de las nanoparticulas de 6xido
de hierro para la estimulacién de ciertas enzimas como la catalasa, la citocromo oxidasa

y la peroxidasa. Kaviani y cols.[14] informaron que las nanoparticulas de 6xido de hierro
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desempefian un papel de apoyo en la mejora de la tolerancia al estrés por nutrientes en
las plantas al proporcionar cofactores que son los constituyentes de muchos antioxidantes.
Por otro lado, el alto potencial de reduccion de las nanoparticulas de éxido de hierro les
permite ser eficientes en la eliminaciéon de contaminantes organicos como la atrazina y los

compuestos clorados del agua[15, 16].

Sin embargo, estudios realizados en todo el mundo han informado efectos positivos y ne-
gativos de las nanoparticulas de éxidos de hierro en plantas[4, 8, 17-19]. Dentro de los
efectos positivos observados tras la aplicaciéon foliar de nanoparticulas, distintos autores
reportaron el mejoramiento de la tasa fotosintética, el contenido de clorofila, la biomasa,
el rendimiento de grano y la calidad nutricional en trigo[17], cebada[20] y sandia[21,
22]. Otros autores observaron una mejora en el crecimiento de plantas de trébol[23] y so-
ja[24, 25] y por ultimo una mejora de la absorcién de nutrientes al aumentar la actividad
de las enzimas microbianas en la rizosfera en arroz[26], tomate[27], mani[3], maiz[28,

29] y calabaza[30].

6.1.2. Hierro, un nutriente esencial en plantas

El hierro (Fe) es un nutriente esencial para todos los organismos[31]. La deficiencia de hie-
rro esta muy extendida entre muchos cultivos diferentes[32]. La baja fertilidad del suelo
nativo junto con una menor eficiencia en el uso de insumos, particularmente fertilizantes
quimicos, es un problema persistente de muchos sistemas de produccién agricola[18]. Si
bien el contenido de hierro en el suelo suele ser alto, una gran proporcion se fija a las
particulas del suelo[33]. El hierro se encuentra principalmente en forma de Fe?* insolu-
ble, especialmente en suelos aerébicos y de pH alto; por lo tanto, estos suelos suelen ser
deficientes en la forma disponible para las plantas, Fe?*[34]. Debido a que las plantas
generalmente absorben Fe?* por sus raices, los suelos deficientes en hierro conducen a
plantas deficientes en hierro[35]. En las plantas, el hierro participa en muchos procesos
fisioldgicos, incluidos la biosintesis de clorofila, la respiracion y las reacciones redox[33,
34, 36]. El hierro activa varias enzimas, contribuye en la sintesis de dcido ribonucleico
y mejora el desempefio de los fotosistemas[18]. Ademas, la mayor parte del hierro foliar

(alrededor del 80 %) se localiza en el cloroplasto, principalmente en los complejos molecu-
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lares involucrados en la cadena de transporte de electrones fotosintéticos, que contienen
aproximadamente el 60 % del hierro total de la hoja[37, 38], por lo que la deficiencia de
hierro afecta principalmente la estructura y el funcionamiento del cloroplasto. Conside-
rando la cadena trdfica, la deficiencia de hierro no solo afecta el crecimiento y desarrollo
de las plantas, sino que también puede provocar anemia en animales y humanos[39, 40].
La deficiencia de hierro es un factor importante que puede disminuir el rendimiento y
calidad del cultivo. La aplicacién de fertilizantes de hierro sigue siendo el método mas
efectivo para mejorar la deficiencia de hierro en plantas, por lo que es importante mejorar
la eficiencia de utilizacién de los fertilizantes de Fe[3]. No obstante, su exceso conduce
a efectos téxicos en plantas tras la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y

dafio oxidativo[41].

6.1.3. Motivacidn y objetivos

Las nanoparticulas de magnetita (NP-F'e304, MAG) también conocidas como nanoparti-
culas de 6xido de hierro superparamagnético (SPION) se pueden usar para numerosas
aplicaciones in vivo, como la mejora del contraste de resonancia magnética, la repara-
cién de tejidos, inmunoensayos, la desintoxicaciéon de fluidos bioldgicos, la hipertermia,
la administracién de fAirmacos y la separacién celular; por lo que en lineas general se las
consideran bioldgica y quimicamente inertes[42-44]. Todas estas aplicaciones biomédicas
explotan las propiedades magnéticas de estas nanoparticulas de pequefio tamafio y dis-
tribucién de tamafio estrecha. Ademas de su uso en el campo biomédico[45-48], se las

utiliza cada vez mas para la remediacion ambiental[49-51].

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue determinar los posibles efectos de las NPs
de Fe30, en la actividad fotosintética de plantas, en el transporte electréonico fotosintético
y sus rendimientos cuanticos, y en el contenido de pigmentos. De esta forma, se planean
determinar posibles efectos toxicos considerando que estos nanomateriales podrian ser
utilizados promisoriamente como portadores de inoculantes o bien, como fertilizantes.
Teniendo en cuenta lo anterior, se decidi6 investigar un amplio rango de concentraciones
de modo de evidenciar, si fuera posible, la concentracién maxima en la cual no se observan

efectos adversos a la salud vegetal.
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6.2. Metodologia

6.2.1. Sintesis de nanoparticulas de Fe;0,

Las nanoparticulas de Fee30, se sintetizaron por coprecipitacién de Fe3 y Fe?t modifi-
cando ligeramente el protocolo previamente reportado por Sun y Zeng[52]. Un esquema
general de la sintesis se presenta en la Fig. 6.1. Resumidamente, se disolvieron 6.16 g de
cloruro de hierro (II) de calidad analitica (F'eCls - 6H20) y 3g de cloruro de hierro (II)
(FeCls - 4H50) en 100 ml de agua bidestilada con agitacion vigorosa a 90°C. A conti-
nuacidn, se dejaron caer gradualmente 10 ml de NH,OH al 25 % hasta que el pH de la
solucidn llegue a 10, aproximadamente. La correcta precipitacion de las nanoparticulas de
Fe30, se evidencidé por un cambio de color de la suspensién de marrén a negro que ocu-
rre rapidamente una vez terminado el agregado de amoniaco. Después de 30 min mads de
agitacién a temperatura constante, se dejé enfriar a temperatura ambiente. Las particulas
magnéticas obtenidas se lavaron repetidamente con agua destilada con ayuda de un iman
de neodimio para facilitar la decantacién de las particulas. Una vez que el sobrenadante
fue completamente traslicido, se dejo secar el s6lido magnético durante 24 horas a menos
de 70°C. Posteriormente el sélido obtenido se almacend en frasco de vidrio dentro de un

desecador hasta su uso.

Lavado con
H,O dest.

Decantacién Baja T°

+3/Eat2 L
Fe™/Fe Precipitacién ) M
mezcla por imantacién secado

FIGURA 6.1: Esquema general de la sintesis de nanoparticulas de Fe3Oy,.

Para la mayoria de las caracterizaciones fue necesario realizar el secado de forma de obte-
ner un sélido, asi como también para conocer el rendimiento de la reaccién. Sin embargo,
dado que el tratamiento en las plantas consistié en aplicar una suspension de nanopar-
ticulas en agua, se fraccion6 una parte de la muestra y se prepararon las suspensiones

directamente desde la suspension de sintesis lavada. De esta forma se evita el secado que
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no solo puede inducir oxidacién superficial de la muestra, sino que el sélido posterior-
mente requiere molerse o bien sonicarse para obtener una suspensiéon homogénea como
la obtenida luego de la sintesis. En la etapa de sonicado y en forma de polvo, las particulas
son mds propensas a oxidarse. Evitando este paso, se pudieron realizar suspensiones de

nanoparticulas de magnetita con reducida oxidacién superficial.

6.2.2. Microscopias electronicas

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) fueron obtenidas con un equipo Zeiss Supra 40 perteneciente al Centro
de Microscopias Avanzadas (FCEN, UBA) a cargo de la Dra. Claudia Marchi. Se aplic6 una
tensién entre 5 y 10 kV (dependiendo la muestra) y con magnificaciones entre 100 y 800
kX. Se utilizd el software de procesamiento de imagenes ImageJ y se estimé el tamafio
promedio de particula, midiendo el tamafio real, contando un total de 4758 particulas a

partir de varias imagenes SEM tomadas el mismo dia para la misma muestra.

Las imagenes de microscopia electrénica de transmisién (TEM) fueron tomadas con equi-
pos Phillips EM 301, operado a 60kV con una resolucion del orden de 5 nm, perteneciente
al CMA de la FCEN, y un equipo JEOL JEM-1010, operado a 100 kV, perteneciente a la
Universitat Politécnica de Valéncia, Valencia, Espafia. Las imdgenes se adquirieron con mag-
nificaciones entre 25 y 100 kX. Las imagenes se analizaron de la misma manera que las

micrografias SEM.

6.2.3. Difraccion de rayos X

Para detectar la presencia de fases cristalinas en los materiales sintetizados, se utilizd
difraccién de rayos X (DRX) en modo incidencia rasante. En esta modalidad, el sustrato
se encuentra fijo a un dado dngulo (en este caso, 3°) y Unicamente rota el detector. Esto
hace que el haz irradie una zona mas amplia de la muestra y penetre en el la misma
sin impactar sobre el sustrato, permitiendo maximizar la sefial. Las medidas se realizaron
con difractémetro Siemens D5000, perteneciente al INQUIMAE - FCEyN - UBA, utilizando
como fuente de radiacién de Cu — K, = 1.54056 A. Los difractogramas fueron medidos
en un intervalo de 15 a 70 grados, con un paso de lectura de 0,026° y un tiempo de conteo

de 22 segundos por paso.
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6.2.4. Ciclos de histéresis magnética

Los ciclos de histéresis magnética fueron medidos con un magnetémetro de muestra vi-
brante (VSM) modelo LakeShore 7400 perteneciente del Laboratorio de Bajas Tempera-
turas (Departamento de Fisica, FCEN, UBA). Se pesé una pequefia cantidad del orden de
~ 50 mg de polvo de la muestra magnética y se los envolvié en cinta de teflén formando
un pequeilo paquete, que luego fue colocado en el portamuestra del equipo. Los ciclos
de magnetizacion-desmagnetizacion fueron medidos a temperatura ambiente, variando el
campo inducido entre -10 kOe y 10 kOe en pasos de ~ 500 Oe, con un tiempo de integra-

cion de sefial de 10 segundos para cada campo magnético aplicado.

Luego, las curvas de magnetizacién en funcidn del campo se ajustaron mediante la ecua-
cion de Langevin para particulas superparamagnéticas[53, 54]. Este ajuste permitié obte-
ner pardmetros de interés como el momento magnético de las particulas, la magnetizacion

de saturacion y el tamafio magnético[53, 55].

6.2.5. Caracterizacion Optica de semiconductores

Los espectros de absorcion dptica de los semiconductores, como las nanoparticulas de
magnetita, dan informacion sobre las propiedades épticas y la composicion de los mate-
riales. De esta forma, es posible estimar el band gap de las nanoparticulas mediante el uso
de un espectrémetro UV/vis. El band gap 6ptico de los materiales, denominado £, 6 Egpt,

esta relacionado con el coeficiente de absorcion « por la relacién Tauc[56, 57].
ahv =B - (hv — Eg)" (6.1)

donde, B es una constante, hv es la energia del fotén, E, es el band gap y n es un valor
que depende de la naturaleza de la transicion (2 para la transicion indirecta permitida,
3/2 para la transicién directa prohibida y 1/2 para la transiciéon directa permitida). El
método involucra la extrapolacién de la regién lineal de un gréfico de (ahv)'/" vs. hu.
Especificamente, en el grafico de Tauc cuando o = 0 se obtiene E, = hv de la interseccién
de la zona lineal de la curva con el eje. La Ec. 6.1 describe la dependencia de la sefial

medida con el band gap en el borde de absorcion del semiconductor.
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Davis y Mott[58] dieron una expresion para el coeficiente de absorcién « en funcién de
la energia del fotén (hv) para la transicion directa e indirecta a través de la siguiente
ecuacion:

103pA

leM (6-2)

a = 2,303

donde A es la absorbancia, p es la densidad de Fee30, a granel (5,18 g-cm™3), [ es la lon-

gitud del camino dptico de una celda, ¢ es la concentracién molar y M es el peso molecular.

De esta forma, es posible estimar tanto el band gap éptico para la transicién directa per-
mitida (E1") y para la transicion indirecta permitida (E(5") graficando (ahv)? y (ahw)'/?

en funcion de la energia del fotén hv.

Los espectros de absorcion y los band gap de las nanoparticulas de magnetita (MAG) se
determinaron usando un espectrometro UV/vis (UV-3600 Plus, Shimadzu, Tokio, Japon),
en el rango de 200 a 800 nm. Las nanoparticulas se dispersaron ultrasonicamente en
agua desionizada (sonicador Testlab 450 W, 40 kHz), de forma de obtener una dispersion
uniforme de las mismas antes de la medicién. Se utilizaron dispersiones de nanoparticulas
de dos sintesis diferentes (réplicas) y ademas una de las muestras no fue sonicada. Se
utilizaron concentraciones bajas de nanoparticula del orden de 10 ppm para una correcta

determinacién espectroscopica.

6.2.6. Crecimiento de plantas

Se sembraron semillas de achicoria (Cichorium intybus), y cuando los brotes alcanzaron un
tamafio adecuado se trasplantaron individualmente en macetas. En dos bioterios con riego
e iluminacion controlada se dispusieron 10 plantas hasta alcanzar un tamario y parametros
fotosintéticos que fueran 6ptimos. Las plantas se aclimataron a irradiancia media (300
pmol de fotones -m~2s~!), con un fotoperiodo de 12 horas por 30 dias antes de iniciar el

tratamiento con nanoparticulas.
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6.2.7. Tratamiento con nanoparticulas

Se prepararon dispersiones de 10, 100 y 1000 ppm de nanoparticulas de magnetita y se
rociaron sobre las hojas durante 7 dias. Esta metodologia fue previamente estudiada y re-
sulto efectiva para la incorporacién de nanomateriales en hojas[21]. De la misma manera
se rociaron plantas con agua destilada, como control. Cada tratamiento incluyé 4 plantas
de similar tamafio y numero de hojas. Se rociaron 25 mL de las distintas suspensiones. En
los dias 1, 3, 5y 7 se registrd la curva OJIP y la cinética de Kautsky, los cuales no requieren
del corte de hojas. En el dia 5 6 7, se cortaron hojas a modo de registrar la fluorescen-
cia estacionaria y reflectancia difusa. En el dia 7 se cortaron hojas para determinar por

extraccion el contenido de pigmentos.

6.2.8. Extraccion de pigmentos

Las muestras de hojas se lavaron con agua destilada y se eliminaron los nervios y peciolos.
Los pigmentos vegetales fotosintéticos, clorofilas y carotenos, se extrajeron con acetona al
80 % utilizando un mortero. Los extractos se centrifugaron durante 3-5 minutos en tubos
de vidrio hasta que el sobrenadamente fue completamente transparente. Posteriormente
se registrd el espectro de absorbancia en el rango del visible a una dilucién adecuada.
Se utilizé un espectrofotémetro de doble haz con cubetas de cuarzo (UV-3600 Plus, Shi-
madzu, Tokio, Japdn). Se utilizaron los coeficientes de absorcién especificos de clorofila
a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides totales (Cars) informados por Lichtenthaler
y Buschmann (2005)[59] los cuales fueron descriptos en la Seccion 3.3. Se determinaron

luego los cocientes en peso de los pigmentos, Chl a/b y Chls/Cars.

6.2.9. Fluorescencia estacionaria

Las mediciones de fluorescencia estacionaria se realizaron en el lado adaxial de las hojas
usando un espectrofluorémetro de estado estacionario en geometria frontal con un angulo
de 60° (QuantaMaster; PTI-Brunswick, EE. UU.). Los espectros se registraron a temperatura
ambiente sobre hojas recién cortadas y adaptadas 20 minutos a la oscuridad. La longitud
de onda de excitacion se establecié en 460 nm, registrando los espectros entre 600 y 800
nm. Los mismos se corrigieron mediante la respuesta del detector a cada longitud de on-

da. Para evitar inducir la cinética de Kautsky se utilizé una apertura del monocromador
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de excitacion de 2 nm.

Luego, los espectros de fluorescencia estacionaria se corrigieron segin Ramos y Lago-
rio[60], para eliminar la distorsiéon producida por reabsorcion de luz. Para ello, se regis-
traron los espectros de reflectancia de las hojas a transmitancia nula. Los espectros de
reflectancia difusa de una capa épticamente gruesa de hojas se registraron usando un es-
pectrofotémetro (3101PC, Shimadzu, Tokio, Japén) equipado con una esfera integradora.

Se utilizo sulfato de bario para el ajuste del 100 % de reflectancia.

6.2.10. Transiente OJIP

Los transientes de fluorescencia de clorofila (OJIP) se registraron con un Plant Efficiency
Analyser (Handy-PEA, Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido). La curva OJIP se indujo
utilizando una luz roja saturante de 3000 pmol de fotones - m~2s~!. La determinacién
se realizd sobre hojas intactas previamente adaptadas a la oscuridad. Se registraron las
curvas OJIP para un promedio de 20 hojas por tratamiento. La cuantificaciéon de los tran-
sitorios rapidos de fluorescencia se realizé de acuerdo con los supuestos y el modelo de
flujos descriptos previamente en la Seccién 2.5. Una descripcion detallada de los parame-

tros derivados del transiente OJIP, las ecuaciones correspondientes y sus definiciones se

encuentran en el Apéndice A.

6.2.11. Cinética de Kautsky y curvas PSMT

La fluorescencia variable se investigd utilizando un fluorémetro de pulso modulado (Han-
satech Instruments, FMS1). Dicho fluorémetro posee dos fuentes de luz diferentes, un haz
de luz de iluminacién de la muestra que puede ser saturante o actinica, y el haz de me-
dicion modulado que es de baja intensidad. El pulso de saturacién utilizado, tuvo una
duracién de 0,5 s con una intensidad de 2700 pmol de fotones - m~2s~!. La luz actini-
ca fue proporcionada por la misma fuente de luz halégena, con una intensidad de 175

pmol de fotones - m~2s7 1.

Se utilizaron dos protocolos para registrar la cinética de Kautsky, el primero corresponde
al protocolo descripto en la Fig. 3.7 en el Capitulo 3, el cual incluye una unica etapa de

aclimatacion actinica y se caracteriza por ser un protocolo corto en donde se obtienen pa-
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rametros relacionados a la particion de energia y aclimatacién. Con este protocolo ademas
se registrd la curva PSMT, la cual corresponde al decaimiento de la fluorescencia en los

primeros minutos tras encender la luz actinica.

El segundo protocolo corresponde al protocolo de la Fig. 3.6 en el Capitulo 3 e incluye
una etapa de aclimatacion actinica seguida de una etapa de recuperacion del NPQ. Este
protocolo de medicion es mas largo, de &~ 60 minutos y dada la limitacidon respecto a
la cantidad maxima de hojas que se pueden medir en el dia, el nimero de mediciones
realizadas con este protocolo es baja. Se decidi6 registrar la cinética de Kautsky con dos
protocolos, en el cual el protocolo corto tuvo prioridad sobre el protocolo largo. De esta
manera, cada dia de medicion se pudo registrar la cinética de Kautsky corta, mientras que

unicamente al final del experimento se registré la cinética con el protocolo mds largo.

6.3. Resultados

6.3.1. Caracterizacidon de nanoparticulas

Las nanoparticulas de magnetita (MAG) se sintetizaron mediante un método sencillo y
econdmico de coprecipitacion acuosa de sales de hierro (II) y (III) a 90°C. Los polvos
de o6xido de hierro sintetizados eran tipicamente de color negro tal como observa en la
Fig. 6.2, lo que indica la presencia de magnetita (Fe30,) como fase dominante, aunque la
presencia de v — F'eaO3 no puede ser descartada. A partir de diferentes técnicas se caracte-
riz6 el nanomaterial y de esta forma se determiné el tamafio de particula, la cristalinidad

de la muestra, su composicion y propiedades magnéticas.

Analisis morfologico

Las imagenes de TEM para las muestras se presentan en la Fig. 6.3. Las imagenes TEM
revelan particulas esféricas, cristalinas y bien resueltas con una distribucién de tamafio
estrecha con un diametro medio de 11 + 2 nm. A partir de multiples imagenes SEM como
la presentada en la Fig. 6.3 C se pudieron analizar un mayor numero de particulas utili-
zando el programa Image J. De esta forma se logré contabilizar el didmetro de casi cinco

mil particulas en el rango de 8 a 13 nm, manteniendo una mediana alrededor de 11 nm
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FIGURA 6.2: Fotografia de las nanoparticulas sintetizadas tras haberse secado y molido.

tal como se observa en la Fig. 6.3 D.
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FIGURA 6.3: Caracterizacién morfoldgica y distribucién de tamafio de nanoparticulas de
magnetita.

Los espectros de dispersion de energia de las muestras obtenidas mediante SEM-EDS

(Fig. 6.3C) evidenciaron claramente la presencia de una fase dominante de 6xido de
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hierro en la muestra. A partir del area de los picos de Fe y O, se obtuvo que la relacién até-
mica de Fe/O fue 39.1/48.7= 0.8. Dado que la relacién atomica Fe/O en Fe304y FesO3
es 0.75 y 0.66, aproximadamente, el resultado obtenido indica que la fase predominante

es efectivamente FeszOj.

Analisis estructural

La fase y la cristalinidad de las nanoparticulas de magnetita preparadas se investigaron
utilizando la técnica de difraccion de rayos X y los resultados se muestran en la Fig. 6.4.
Los patrones de DRX indicaron la presencia de una sola fase de espinela ctbica perte-
neciente al grupo espacial Fd3m. Los picos principales correspondientes a los valores 26:
30.2° (220), 35.6° (311), 43.3° (400), 53.7° (422), 57.3° (511) y 62.9° (440) estan
relacionados con la magnetita en comparacién con los datos de referencia (JCPDS 19-
0629)[61-63]. Para ello se utilizé el programa QualX con el cual se comparé el difrac-
tograma obtenido con aquellos estandarizados para diferentes fases puras conocidas. La
posicién y la intensidad relativa de todos los picos de difraccién coincidian bien con el
estandar de F'e304. No se observé ninguna otra fase de impureza en el difractograma de
la Fig. 6.4, lo que indica que las nanoparticulas de magnetita sintetizadas eran nanoparti-
culas de Fe30,4 de alta pureza con una estructura de espinela inversa. Los picos fuertes y
nitidos revelaron que las particulas de Fe30, estaban altamente cristalizadas, lo que era
consistente con las morfologias de las imagenes TEM. El ensanchamiento de los picos de
difraccion sugirié el pequefio tamafio de las nanoparticulas de magnetita. El tamafio de
particula de las muestras se pudo estimar a partir de patrones DRX utilizando la ecuacién
de Scherrer. El tamafio de grano del cristal calculado de las nanoparticulas de magnetita
fue de 11.0 + 0.8 nm. Los tamafios de las nanoparticulas asi calculados estaban en con-
cordancia con los tamafios medios determinados por las imagenes TEM y SEM (Fig. 6.3).
La consistencia respecto al tamafio evidencia la naturaleza monocristalina de las nano-
particulas de Fe30,. Utilizando el programa QualX se estim6 la proporcién de FeszO4 y
Fey03, 1a cual varié entre las diferentes sintesis alcanzando un valor medio de 92.7 % de

F6304 y 7.3% de F€203.

A partir de la ecuacion de Scherrer se calcul6 el espaciado interplanar del cristal (d3q1) uti-

lizando el pico (311) que corresponde al pico més intenso. El d3;; fue 2.520 nm mientras
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FIGURA 6.4: Espectrograma de difraccion de rayos X de nanoparticulas de magnetita.

que el pardmetro de celda unitaria (a) fue de 8.357 + 0.003 A. El pardmetro de celda y
el espaciado interplanar para la muestra preparada fueron ligeramente mas bajos que los
reportados para el estdindar JCPDS de magnetita a granel (a = 8.394 A y d3;; = 2.531
nm). Sin embargo, los valores fueron similares a los reportados en algunas referencias [10,
63-65]. Los valores obtenidos para la muestra se pueden atribuir a la formaciéon simulta-
nea de otra fase como v — FesO3 (a = 8.342 A y d311 = 2.517 nm, JCPDS Nro.39-1346)
previamente identificada[64, 66]. Las diferencias en los pardmetros de celda indican que
el tipo de estructura se puede definir como espinela defectuosa dada la presencia de una

impureza mas compacta como vy — FeoO3[67].

Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Los espectros FTIR registrados de 4000 a 400 cm ™! de las nanoparticulas de magnetita
obtenidas se muestran en la Fig. 6.5. Se observé que la banda de absorcién caracteristica a
568 cm ™! del enlace Fe-O del Fe30, a granel se encontraba en 569 ¢m~'[68]. Esta banda
se encuentra desdoblada y se observa un pico a 640 cm~!. Estas dos bandas corresponden
a las bandas principales del espectro. Como vy — F'e2O3 a granel presenta sefiales a valores
de frecuencias menores (481 em™') y mayores (646 cm™!) respecto de los observados
para magnetita; diferentes autores atribuyeron el desdoblamiento de la banda a cambios
estructurales inducidos por la forma y el orden de carga de los dtomos de Fe3t — Fe?t

en los sitios B octaédricos[10, 69]. En magnetita a granel el pico a 568 cm ™! se despla-
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za, en el caso de nanoparticulas, a valores tan altos como 592 ¢m~'[69] para particulas
de 14 nm, pero toma valores intermedios segtin el tamafio de la particula y su entorno.
Por ejemplo Andhariya y cols.[70] observaron el pico a 580 cm~! teniendo particulas de
similar tamafio (11 nm) y Barreto y cols.[71] también a 580 e¢m ™! con particulas de 13
nm. Por otro lado, la banda observada a 800 ¢m~! podria estar asociada con el modo
de estiramiento Fe-O de oo — Fee;O3 que aparece usualmente a 780 - 790 ¢m ™' [72]. Este
resultado sugiere la presencia de una cantidad pequefia de fase de Fe2O3 en la muestra

que es consistente con lo observado por difraccion de rayos X.
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FIGURA 6.5: Espectroscopia infrarroja de las nanoparticulas de magnetita. Se marcan las
areas donde se ven sefales especificas.

La presencia de vibracién de estiramiento O-H ~ 3447 ¢m ™! y vibracién deformada de O-
H (modos de flexién) a 1620 cm~! se atribuyen a la presencia de grupos OH coordinados
o moléculas de agua en la superficie insaturada de atomos de Fe[73]. Las vibraciones de
estiramiento C-O a 2365 y 2330 c¢m ™! se deben a la presencia de CO, atmosférico[74].
Las pequefias bandas de absorcién en 1410, 1550, 2850, 2920 y 2960 cm ™! se deben a
vibraciones de residuos de amonio N H," y N H; remanentes de la sintesis después del la-
vado y secado. Por tiltimo, los picos a 1265 y 1100 ¢m ™! son consistentes con la presencia

de grupos O-H y C-O, provenientes del solvente o impurezas del solvente[74].
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Propiedades magnéticas

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de magnetita obtenidas se midieron a
temperatura ambiente, y la curva de histéresis magnética (Magnetizaciéon vs Campo) se
presenta en la Fig. 6.6. A simple vista se puede observar la falta de histéresis de la curva,
es decir, el campo coercitivo (H.) a M = 0 y la magnetizacién remanente (Mz) aH = 0,
fueron nulos. Esto se se evidencia en la figura insertada dentro de Fig. 6.6 que muestra
el comportamiento de la curva a magnetizacién y campo aplicado bajos. Este comporta-
miento es consistente con un fuerte caracter superparamagnético de las nanoparticulas.
Para confirmar dicha naturaleza magnética de la muestra, se han ajustado las curvas M-H
a temperatura ambiente con la ayuda de la funcién de Langevin modificada (detalles en
Ec. 3.18 del Capitulo 3). Se lograron obtener buenos ajustes con un error cuadratico me-

dio cercano a 0.8, tal como se observa en la curva de la Fig. 6.6.
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FIGURA 6.6: Curva de histéresis de magnetizacion medidas a 298K para nanoparticulas
de Fe30y. La curva azul representa el ajuste de la curva M-H de la muestra con la funcién
de Langvien modificada.

A partir del ajuste se obtuvo una magnetizacién de saturacién (Mg) de las nanoparticulas
de magnetita de 69.92 + 0.29 emu/g. La Mg obtenida fue muy cercana al valor tedrico
de la Fe304 a granel (~ 90 emu/g)[75]. Ademas, el valor obtenido se corresponde bien
con los valores obtenidos para nanoesferas y nanoparticulas de magnetita por diferentes
autores en el rango de 47 a 76 emu/g[10, 63, 73, 76]. Estos valores corresponden a na-

noparticulas de 10 a 50 nm, ya que el comportamiento magnético es fuertemente depen-
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diente del tamafio de particula y la pureza de la fase cristalina[10, 73]. Es bien sabido que
un menor tamafio de particula conduce a un aumento de la relacién superficie-volumen,
lo que a su vez provoca mds desorden de espin de la superficie y, en consecuencia, una
reduccion en la magnetizacion de saturacion[76, 77]. Por otro lado, a mayor cristalinidad
y pureza de la misma, aumenta la magnetizacion de saturacidon en comparacién con nano-
particulas de cristalinidad baja. Por lo tanto, el alto valor obtenido para la magnetizacién
de saturacion proximo al del granel considerando el pequefio tamafio de las particulas,
indica la formacion de una estructura cristalina bien definida para las nanoparticulas de

magnetita con un alta pureza en la fase Fe30y.

Del ajuste de la curva se obtiene también el momento magnético (u )de las particulas,
el cudl se suele reportar en base al momento magnético del magnetén de Bohr (up
= 9.27 x 10724 J/T). El valor obtenido para el momento magnético de las particulas
(n = (2022 £ 34)up), se encuentra muy cercano a valores reportados para nanoparti-

culas de Fe30,4 de similar tamafio[10, 78].

El buen ajuste de las curvas mediante la ecuacion de Langevin y la evidente falta de histé-
resis, indicé que las nanoparticulas presentaron un comportamiento superparamagnético
dominante junto con algun componente paramagnético menor. El componente pardmag-
nético (x7M) es el tiltimo de los pardmetros obtenidos tras el ajuste de la curva de magne-
tizacién usando la ecuacién de Langevin. El valor del componente paramagnético (x"*)
fue de 0.78 + 0.03, muy cercano también al valor esperado segtin bibliografia[10, 79].
Usualmente, el componente paramagnético aumenta a medida que disminuye el tamafio

de las particulas. Esto se ha asociado al desorden de espin de la superficie y a los espines

no compensados en nanoparticulas de tamafio de particula muy pequefio[79].

Por ultimo, fue posible estimar el tamafio de la particula a partir de las curvas de histéresis
magnética, el cual suele referirse como tamafio magnético. A partir del ajuste de la curva
M-H, se obtiene el el momento magnético de la particula, el cual se puede escribir a su
vez como pu = My, - Vv, donde My, es la saturacion del material a granel y V,,, es el
volumen medio de las particulas[55]. Luego, de acuerdo a las microscopias electronicas

s Ve . 7. _ 3
la geometria de las particulas puede asumirse esférica, por ende V,,vy = 7 - D; ,,/6, con
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D,,y representando el didmetro medio en la distribucién ponderada por volumen. De esta
forma se obtuvo un valor de didmetro de 14.0 &+ 0.24 nm, el cual es un valor muy préximo

al valor obtenido por microscopias electrénicas y difraccién de rayos X.

Propiedades dpticas

Se registraron los espectros de absorcién UV/vis y se analizaron para estimar el band
gap (Eg" ") de las nanoparticulas de Fe30,. Los espectros de absorcién se muestran en
la Fig. 6.7 A. En los mismos, las muestras exhiben una absorcion en el rango visible que
disminuye gradualmente hasta 800 nm, lo que concuerda con la literatura[9, 10, 80]. Se
observaron dos bandas de absorcién, una ubicada a 240 nm y otra entre 350 y 400 nm
cuya posicidon y forma dependié de si la muestra fue previamente sonicada o no. Durante
el sonicado, es posible que las nanoparticulas se oxiden parcialmente, y por ese motivo
una de las muestras no fue sonicada a modo de comparar con los espectros sonicados. La

muestra de nanoparticulas sin sonicar presenté bandas de absorciéon mds definidas.

Los band gap para las transiciones directas permitidas obtenidas a partir de los graficos
Tauc de (ahv)'/? vs hy fueron 3.8 4 0.2 eV y 2.5 4 0.2 €V (Fig. 6.7 B). Mientras que para
las transiciones indirectas permitidas obtenidas a partir de los gréficos Tauc de (ahv)? vs
hv fueron 2.2 + 0.2eVy 1.4 £+ 0.2 eV (Fig. 6.7 C). Numerosas investigaciones han reporta-
do los band gap directos (Eglopt) e indirectos (Eggol’t) para nanoparticulas de Fe3Oy4 pre-
paradas mediante diferentes técnicas de sintesis obteniendo nanoparticulas de diferentes
tamafo de cristalita[9, 10, 81-83]. En dichos reportes se puede observar transversalmente
que a menor tamafio de particula, mayor es el band gap observado. Esto se debe a que a
menor tamafo, mayor es el area superficial y por ende, mayor es la absorbancia y el band

gap optico obtenido[80, 84].

Por otro lado, valores altos de band gap ~ 3.8 €V se han asociado a la transferencia de
carga de O?~ — Fe3t, es decir, excitacién desde la banda de valencia a la banda de
conduccién y a su vez la transferencia de carga de O?>~ — Fe?* induce un band gap in-
ferior &~ 2.5 €V. Los intervalos de banda observados entre 2.2 y 2.9 eV estan asociados al
intervalo de banda de las nanoparticulas de Fe304[9, 10, 81-83, 85]. Sin embargo, en

algunos informes, valores mds altos de ~ 2.5 eV de band gap se han correlacionado con
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FIGURA 6.7: Espectros de absorcién y graficos de Tauc para estimar los band gap para na-
noparticulas de magnetita dispersas en agua. Las muestras 1 y 2, corresponden a muestras
de dos sintesis diferentes (réplicas).

la fase de maghemita (y — Fe203)[86, 87] y valores menores de ~ 2.1 eV a hematita
(o — Fea03)[72, 88]. Por lo tanto, los valores observados también pueden deberse a la

presencia de impurezas de 6xidos de hierro (III) en la muestra.

Generalmente, varios factores, incluidos defectos, impurezas cargadas, desorden en los
limites de la cristalita, distribucién catidnica y efectos del tamafio, influyen en el valor
de E; de los semiconductores. En el presente estudio, los altos valores de E, se pueden

atribuir al pequefio tamafio de cristalita caracteristica de una sintesis a altas temperaturas.

En resumen, las nanoparticulas de magnetita obtenidas poseen 11 nm de diametro, con
alta proporcién de la fase magnetita en comparacion con maghemita y hematita segtin la

caracterizacién estructural por DRX y las propiedades magnéticas obtenidas. Asi mismo, se
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observo que las nanoparticulas absorben fuertemente en la region del UV/vis del espectro
y poseen propiedades semiconductoras, a partir de lo cual podrian interactuar fotofisica y

fotoquimicamente con los pigmentos fotosintéticos presentes en las hojas.

6.3.2. Contenido de pigmentos

Luego de la aplicacion sobre las plantas, durante siete dias, de distintas suspensiones de
nanoparticulas de magnetita (MAG) 10, 100 y 1000 ppm, ademads del control con agua;
se extrajeron los pigmentos fotosintéticos y los resultados se muestran en la Tabla 6.1. Se
observé un aumento significativo en el contenido de todos los pigmentos, el cual fue mds
pronunciado para Chl a que para Chl b y carotenoides totales. El aumento aqui observa-
do en el contenido de pigmentos por area foliar puede interpretarse mediante un efecto
de sombreado, producto de la absorcién en la region del UV/vis de las nanoparticulas.
Asimismo, el cociente de Chl a/b se mantuvo relativamente constante, observandose un
brusco aumento a 100 ppm de MAG. De forma similar a lo observado tras la aclimata-
cién a baja iluminacion en el Capitulo 4, un aumento en Chl a/b se puede relacionar a un
cambio en la proporcién de fotosistemas I y II. Esto se debe a que la relacién Chl a/b de
la antena del PSI (LHC-I) es mayor que para la antena del PSII (LHC-II). Un aumento de
este parametro refleja un incremento de la antena del PSI o bien, a en la proporcién de
PSI respecto a PSII. Dicho cambio debe luego confirmarse mediante el cociente de fluores-

cencia estacionaria que también es sensible a dicha poblacién relativa.

Por otro lado, el cociente Chls/Cars aument6 conforme lo hizo la concentracién de MAG.
Este fue el parametro mas sensible, observandose cambios significativos a la menor con-
centracién de MAG estudiada. Los cocientes Chl a/b y Chls/Cars son pardmetros conocidos
que reflejan la aclimatacion del aparato fotosintético[89-91]. Particularmente, la relacion
Chls/Cars es un indicador de verdor de las hojas y un aumento en este cociente estd fuer-
temente asociado con un nivel mas bajo de carotenoides del ciclo de las xantdfilas en
comparacion con las plantas control. Dicha respuesta es razonable considerando que uno
de los efectos de las nanoparticulas de magnetita seria reducir la intensidad de luz que in-
teractua efectivamente con las hojas, produciendo asi un efecto analogo al de sombreado.
Al disminuir la intensidad total de la luz incidente, la respuesta de la planta es la sintesis

de mayor cantidad de pigmentos fotosintéticos, respecto al control. Luego, debido a que
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las nanoparticulas filtran luz principalmente de la regién UV cercana, mimetizando asi
el efecto de los carotenoides del ciclo de las xantdfilas, la proporcién de estos pigmentos

respecto a la clorofilas disminuye.

TABLA 6.1: Contenido y cociente de pigmentos para hojas tratadas con 0, 10, 100 y 1000
ppm de nanoparticulas de magnetita. El contenido de pigmento se expresé en microgra-
mos por gramo de materia foliar fresca (ug - g~'f.w.). Los valores entre los diferentes
tratamientos marcados por la misma letra (a - d) no fueron significativamente diferentes
en p <0.01.

Pigmentos Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Chla 151+4 a 147+5a 192.440.1 b 206+4 ¢
Chl b 4142 a 43+4 a 43.7£0.2 a 5843 b
Chla+b 19243 a 190+4 a 236.1+0.2 b 26443 ¢
Cars 50+2 a 46+2 a 52.840.2 a 54+1a
Cocientes

Chls/Cars 3.840.1a 4.1+0.2b 4.47+£0.02 ¢ 4.9+0.2d
Chl a/b 3.7£0.3 a 3.4£04 a 4.40+£0.02 ¢ 3.6+£0.2 a

El contenido de pigmentos se ha reportado en multiples trabajos donde se aplicaron dife-
rentes nanoparticulas de 6xido de hierro. Ghafari y Razmjoo observaron un aumento del
contenido de clorofilas, carotenoides, y los cocientes Chl a/b y Chls/Cars en trigo trata-
do con NPs de Fe;O3[17]. Ghafariyan y cols, reportaron un incremento en el contenido
de clorofilas de soja tratadas con NPs de Fe3O4, mientras el cociente Chl a/b se mantuvo
constante[24]. De forma similar, Rui y cols. detectaron un aumento del contenido de pig-
mentos en plantas de tomate tratadas con NPs de Fe;O3[3]; Trujillo-Reyes y cols., también
observaron un aumento en el contenido de clorofilas en lechugas tratadas con nanoparti-
culas core-shell de Fe/Fe30,; Elanchezhian y cols., reportaron un aumento en el contenido
de clorofilas y el cociente Chl a/b en hojas de maiz tratadas con NPs de Fe304[18]; Ali-
doust y cols., observaron un aumento en la fotosintesis neta en arroz tratado con NPs de
Fe;03[25]; entre otros con resultados similares[20]. Otros autores como Yan y cols.[29]
y Wang y cols.[92], no reportaron cambios significativos en el contenido de pigmentos
mientras que Ding y cols.[93] y Li y cols.[22], reportaron una disminucion en el conteni-

do de clorofilas.
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Considerando lo anterior de forma general, los resultados aqui obtenidos respecto al au-
mento del contenido de clorofilas y carotenoides tras la aplicacién de NPs de Fe3O4 es el
esperado. Si bien hay reportes con resultados inversos, son minoritarios. Dado que en la
mayoria de estos estudios se investigd tinicamente el efecto de estas NPs en las propieda-
des fisiolégicas y bioquimicas, como la actividad enzimdtica relacionada a estrés oxidativo,
no se plantearon hipotesis sobre el mecanismo de accién de las NPs. A continuacion, de
acuerdo a los resultados obtenidos a partir de las medidas de fluorescencia estacionaria y
variable, se propone un posible mecanismo para el efecto de estas particulas en la activi-

dad fotosintética y la salud general de la planta.

6.3.3. Reflectancia e indices espectrales

Los espectros de reflectancia difusa de hojas tratadas con diferentes concentraciones de
nanoparticulas de magnetita se muestran en la Fig. 6.8. Los espectros presentan las dos
bandas tipicas, una en la regién del infrarrojo cercano (NIR, A = 700 - 1300 nm) y otra
en el rango visible del rojo (A = 550 - 700 nm) del espectro electromagnético[94]. Las
plantas generalmente tienen una reflectancia baja en la regién del azul y rojo del espectro
debido a la absorcién de las clorofilas, con una reflectancia ligeramente mayor en el verde.
La energia radiante del infrarrojo cercano se refleja fuertemente en la superficie de la hoja
y la reflectancia esta entonces determinada por las propiedades dpticas de los tejidos de
las hojas[94]. Estas caracteristicas anatdémicas se ven afectadas por factores ambientales
como la humedad del suelo, el estado de los nutrientes, la salinidad del suelo y el estado

de las hojas[95].

Los espectros obtenidos que se muestran en la Fig. 6.8, presentan cambios dependientes de
la concentracidon de nanoparticula. En la region del visible se puede observar una disminu-
cién de la reflectancia media en el verde acorde aumenta la concentracién de magnetita.
Esta disminucidn se asocia a un incremento en la absorcion de las hojas en esa region debi-

do a la presencia de las particulas y posiblemente a cambios en el contenido de pigmentos.

En la regién del NIR no se observan cambios significativos hasta 100 ppm de magnetita,
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mientras que para 1000 ppm la reflectancia disminuyd significativamente. En esta region
la absorcion de los pigmentos de la hoja es baja, por lo que la reflectancia estd dominada
por la estructura interna de la hoja[96], especificamente dada por las discontinuidades
refractivas entre los espacios de aire intercelulares y las paredes celulares[97, 98]. La baja
absorcion de pigmentos en esta region combinada con la dispersion producto de la es-
tructura interna de la hoja, da como resultado una reflectancia muy alta en el NIR, la
denominada meseta NIR. El rapido aumento de la reflectancia entre el pozo dado por alta
absorcién de pigmentos fotosintéticos y la meseta NIR se ha denominado borde rojo, mas
conocido como red edge en inglés. La regién de reflectancia méas estudiada y con mayor
sensibilidad al cambio inducido por el estrés es este borde rojo[99]. Su posicion es con-
sistente entre diferentes especies y generalmente se encuentra entre 680 y 750 nm. Se ha
demostrado que el estrés en la plantas causa un cambio en este punto de inflexién hacia
longitudes de onda maés cortas, denominado desplazamiento del borde rojo al azul. En
este caso, la posicion del red edge aumenta conforme lo hace la concentracion de MAG
utilizada, pero es significativo inicamente para 1000 ppm de magnetita. Estas variaciones
indican que no habria un fuerte estrés inducido por la presencia de las NPs, sin embargo la
posicién de este punto de inflexion puede estar distorsionada por la absorcién y dispersién

de las nanoparticulas.
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FIGURA 6.8: Espectros de reflectancia de hojas tratadas con diferente concentracion de
nanoparticulas de mangnetita.

Teniendo en cuenta estas dos regiones en el visible y en el NIR, y los componentes que in-

fluyen en cada una, pueden usarse los espectros de reflectancia para calcular una variedad
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de indices vegetativos. Estos indices estan bien correlacionados con parametros biofisicos
como la actividad fotosintética y la productividad de la planta[95, 100]. Los diferentes

indices calculados se presentan en la Tabla 6.2.

TABLA 6.2: Indices espectrales calculados a partir de los espectros de reflectancias de
plantas tratadas con diferentes concentraciones de nanoparticulas de magnetita.

Indices Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
NDVI 0.77+0.06 0.81+0.02 0.807+0.007 0.8+0.1
mNDI 0.581+0.002 0.64+0.07 0.60+0.01 0.65+0.08
PSNDa 0.65+0.02 0.64+0.02 0.649+0.008 0.75+0.08
PSNDb 0.62+0.01 0.60+0.02 0.595+0.009 0.71+0.03
PRI -0.020£0.006  -0.019+0.002  -0.0184+0.004  -0.022+0.04

El indice vegetativo de diferencia normalizada (NDVI) tiene éxito en la prediccién de la
actividad fotosintética, porque este indice de vegetacién incluye tanto la luz roja como
la del infrarrojo cercano. Dicho indice aumenta conforme aumenta la concentracién de
nanoparticulas pero los cambios observados no son significativos. Lo mismo se observa
con el indice NDVI modificado (mNDI) y los indices de clorofila a y b (PSNDa y PSNDb).
En general, la variabilidad de las medidas de reflectancia en combinacién con el bajo
numero de duplicados medidos, impiden distinguir cambios significativos. Por ello, se
repitieron los ensayos Uinicamente para el control y 1000 ppm de magnetita, de forma de
aumentar el nimero total de duplicados medibles en el mismo dia en que se registraron
también los espectros de fluorescencia, las curvas OJIP y las cinéticas de Kautsky. De esta
forma se obtuvieron resultados presentados en la Tabla 6.3, los cuales muestran cambios
significativos a diferencia de los anteriores.

De acuerdo a los indices espectrales, la concentracién de pigmentos tanto clorofilas como
carotenoides, aumenta tras el tratamiento con nanoparticulas de magnetita. Estos resulta-
dos estan en sintonia con los obtenidos por extraccion directa de pigmentos presentados
en la seccién anterior. Luego, dado el aumento en el contenido de pigmentos es razonable
el corrimiento del punto de inflexion red edge obtenido, el cual es un indicio preliminar de

la no existencia de estrés o deterioro de la hoja producto de la presencia de las particulas.
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TABLA 6.3: Indices espectrales calculados a partir de los espectros de reflectancias de
plantas control y tratadas con 1000 ppm nanoparticulas de magnetita. Los * representan
diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05.

Indices Control 1000 ppm
NDVI 0.55 £+ 0.03* 0.63 £+ 0.02*
mNDI 0.49 £+ 0.08* 0.66 4+ 0.02*
PSNDa 0.59 £+ 0.03* 0.66 4+ 0.02*
PSNDb 0.71 £ 0.02* 0.77 + 0.02*
PRI -0.005+ 0.004* 0.006 4 0.003*

6.3.4. Fluorescencia estacionaria

Los espectros de fluorescencia estacionaria experimentales y corregidos por reabsorcion de
luz se muestran en la Fig. 6.9. Para ambos espectros se observé una disminucién significa-
tiva de la fluorescencia conforme aumenta la concentracién de nanoparticulas utilizada.
La disminucién méaxima de la fluorescencia a 1000 ppm de magnetita fue del 36 % sobre
la fluorescencia experimental y del 37 % para la fluorescencia corregida. En la Tabla 6.4
se presentan los valores y sus respectivos desvios estandar. La disminucion de la fluores-
cencia experimental puede deberse a la absorcién o dispersién de las nanoparticulas de la
luz incidente, o incluso de la luz emitida. Sin embargo, la disminucién de la fluorescencia
corregida por fenémenos de reabsorcién de luz incluye la distorsion del espectro por es-
tos fendmenos, por lo que una variacién en la fluorescencia corregida implica cambios en
los fotosistemas, particularmente en su proporcién o composiciéon de pigmentos, o bien la

existencia de un quenching del estado excitado Pggo*.

Dado que el cociente Fy.q/Ffqr—req €S sensible a la poblacién relativa de PSI y PSII pre-
sente en la hoja, se lo ha correlacionado ampliamente en la literatura con varios factores
de estrés[101-103]. Se observd que este cociente disminuye conforme aumenta la con-
centraciéon de magnetita utilizada, reduciéndose un 14 % a 1000 ppm de magnetita. Una
disminucién de este cociente puede indicar una disminucién en la proporcion de fotosiste-
mas PSII/PSI debido a que disminuyd la banda ubicada a 680 nm correspondiente al PSII
respecto a la banda en 730 nm a la cual contribuyen ambos fotosistemas. Este cambio pue-

de deberse tanto a una disminucion de PSII respecto a PSI, 6 bien, a un aumento de PSI
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FIGURA 6.9: Espectros promedio de fluorescencia estacionaria de hojas tratadas con dife-
rente concentracién de nanoparticulas de magnetita. El promedio se realizé para 6 hojas
de cada tratamiento. La longitud de onda de excitacion utilizada fue de 460 nm.

TABLA 6.4: Valores de fluorescencia estacionaria a 680 nm, experimental y corregido, y
cociente Fyeq/Ffar—req corregido, para hojas tratadas con diferentes concentraciones de
nanoparticulas de magnetita. Los valores entre los diferentes tratamientos marcados por
la misma letra (a - d) no fueron significativamente diferentes en p <0.01.

Parametros Fexp(680nm) Feorr (680nm) Fred/Ffar—reda(corr)
Control (2.11+0.10)-10% a (7.37+0.36)-10° a 2.64 +0.12 a
MAG 10 ppm (1.914+0.12)-105ab  (6.69+0.43)-10° ab 2.48 +0.16 ab
MAG 100 ppm (1.544+0.19) -105 b (5.51+0.70) -10° b 2.41+0.30b
MAG 1000 ppm (1.35+0.09)-106 ¢ (4.62+0.34)-10% ¢ 2.27 £0.16 ¢

respecto a PSII. Ambas tendencias son consistentes con el aumento en el cociente Chl a/b
obtenido por extraccion directa de pigmentos, ya que este parametro tiene en cuenta tam-
bién el cambio en la poblacién relativa de fotosistemas. Sin embargo, el aumento relativo

de PSI a diferencia de la disminucién relativa en PSII, es consistente con el aumento en el
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contenido de pigmentos, observado tanto por extraccién directa como por indices espec-
trales. No obstante, solo con estas técnicas no es posible asegurar dicho cambio, pero las
técnicas de fluorescencia variable de clorofila que se describen a continuacién dan cuenta
de los cambios en la actividad fotosintética y particularmente en cambios en la actividad
de ambos fotosistemas (curva OJIP particularmente) a modo de distinguir entre ambas

hipétesis respecto a la poblacién relativo de PSI y PSII.

6.3.5. Transiente OJIP

Los transientes de fluorescencia de clorofila de la Fig. 6.10 A sufrieron grandes cambios
en respuesta al tratamiento con magnetita, con respecto tanto a la extensién como a la
naturaleza de los cambios biofisicos y bioquimicos inducidos. La intensidad de las cur-
vas disminuyeron significativamente luego de 7 dias de tratamiento, observdndose un
quenching de la fluorescencia a lo largo de toda la curva, que alcanzo el 34 % para Fy y
19 % para F);. La reduccién de Fy es consistente con lo observado por fluorescencia es-
tacionaria. Dado que la fluorescencia de clorofila es competitiva con la fotosintesis, una
disminucién de la fluorescencia suele relacionarse con un aumento en la fotosintesis, mas
especificamente un aumento en la tasa de transporte electrénico mas alla de () 4, para el
caso de la fluorescencia obtenida de la curva OJIP. Sin embargo, dado que aqui el sistema
incorpora nanoparticulas que pueden alterar la sefial de fluorescencia obtenida, los para-

metros derivados de ella deben analizarse cuidadosamente.

La disminucién en la fluorescencia a lo largo de todo el transiente OJIP produce un aumen-
to en el area por encima de la curva y Fy, asi como de los parametros derivados de ella
como S)s y N. El drea representa el nimero total de portadores de electrones, y por ende
un aumento del drea implica un aumento de dichos portadores. Dado que la mayoria de
los portadores de electrones son plastoquinonas (PQs), se suele interpretar también como
un aumento del pool de PQs, asi como también la energia necesaria para cerrar un centro
de reaccién (RC). El parametro Sy, es el area normalizada y N es el nimero total de elec-
trones transferidos el cual es proporcional al nimero de cambios redox de @ 4. Todos estos
parametros dependen directamente del area y aumentaron significativamente tras el trata-

miento con nanoparticulas de magnetita tal como se puede ver en las Fig. 6.11 y Tabla 6.5.
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Considerando que los diferentes puntos de inflexién en la curva OJIP representan diferen-
tes etapas del transporte electrdnico, si se calcula la fluorescencia variable de cada muestra
y luego se grafica la diferencia respecto al control, es posible identificar a simple vista las
etapas donde ocurren los cambios principales en el transiente OJIP. De esta forma se ob-
tuvo la Fig. 6.10 B en donde se muestra tanto la fluorescencia variable normalizada en O y
P (Vop) como la diferencia en este pardmetro entre cada una de las muestras y el control
(AVop). Dado que las curvas de las muestras se encuentran por debajo del control, las
curvas diferencia que representan los cambios, son negativas. La disminucién de la fluo-
rescencia variable incrementa con la concentracion de magnetita utilizada y se distinguen
variaciones tanto sobre el punto de inflexién J como el I. Las curvas AV proporciona-
ron mas informacién como diferencias en el comportamiento de la respuesta fotosintética
de las plantas de control y tratadas con nanoparticulas y revelaron bandas de diferencias
ocultas que son mucho mds visibles que en los transitorios de fluorescencia OJIP originales

de la Fig. 6.10 A[104, 105].

A partir de la Fig. 6.10B se observa una banda AVpj que aparece en aproximadamen-
te 2 - 3 ms. Esta zona depende en gran medida del estado redox de los portadores de
electrones primarios, principalmente en la relacién @ /Q4 en el lado aceptor del PSII,
el cual influye en la probabilidad de que un electrén avance en el transporte de electro-
nes entre sistemas hacia PSI[106]. Eso significa que una banda AV gj positiva indica, una
acumulacién de portadores reducidos como PQs, Cytbs f y PCs, mientras que una banda
AV negativa apunta a lo opuesto y probablemente se deba a una desaceleracién de la
donacion electrénica de H»O a una mayor actividad de PSI o formacion de ROS estimu-
lada (compuestos reactivos de oxigeno)[107]. Cuél o cudles de estos factores puede ser

el causante dependera de los cambios en los demds pardmetros derivados de la curva OJIP.

Ademads, se observa una banda negativa en AV que aparece aproximadamente a 30 ms
(Fig. 6.10B). Cuando esta banda es positiva apunta a la inhibicion de la reduccién de los
aceptores de electrones terminales, como Fd,.q y NADP™, o una menor actividad del
PSI[108]. Como en este caso se determind una banda AV o negativa, se interpreta como
un aumento en la tasa de reduccion de los aceptores de electrones terminales, o bien, un

aumento en la actividad del PSI.
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FIGURA 6.10: Transientes de fluorescencia experimentales, fluorescencia variable norma-
lizada y diferencias respecto al control en funcién del tiempo. Las curvas representan el
promedio de 10 a 20 mediciones (obtenidas de tres plantas por tratamiento).

De forma similar a AVgp se pueden calcular AV oy a partir de normalizar en Oy J (Voj),
y AVok a partir de normalizar en O y K (Voxk), que se presentan en las Fig. 6.10D y
Fig. 6.10 C, respectivamente. Las curvas AVpj mostraron la aparicién de un pico K nega-
tivo ubicado a 0.3 ms, y en AVpk un pico L a 120 us también negativo, dependiente de

la concentraciones de magnetita utilizadas.

Un pico K positivo se ha asociado generalmente con estrés por calor[107], pero también
se ha informado bajo estrés debido a deficiencia de nutrientes[109] y sequia[110], e in-
cluso en plantas en ambientes naturales no estresadas[111]. La apariciéon de un pico K

positivo es un fenémeno que se puede observar tanto cuando hay una inactivacién del
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complejo que desarrolla oxigeno (OEC), un aumento del tamafio de la antena funcional
del PSII o un cambio en el estado redox del pool de plastoquinonas (PQ)[112, 113]. Sin
embargo, el dafio de OEC también se puede diagnosticar a partir de la relacién Fx/Fy,
que indica el grado de inactivacién del lado donante del PSII[111]. Por otro lado, los
centros OEC (complejos que generan oxigeno) representan la fraccion activa de los cen-
tros de los complejos que generan oxigeno y se pueden calcular mediante la férmula
OECeentros = [ = Vic /Vi)liratamientol/TL = (Vic /V)eontroll- En este caso se observé una
banda AV ok negativa, una disminucién en Fx /F;, y un aumento en los centros OEC (Ta-
bla 6.5). Estos cambios indican que el OEC de la muestra participa mds en la donacién de
electrones al PSII que el control, ya sea porque hay una mayor fraccién de ellos activados

o hay una mayor cantidad total de los mismos[107, 114].

De manera similar, la banda L que aparece tipicamente en 0.12 - 0.15 ms, es un indicador
de la conectividad energética o agrupamiento de las unidades PSII, siendo mayor cuando
la conectividad o probabilidad de agrupamiento es menor[108, 115, 116]. Segun Strasser
y cols., la baja conectividad da como resultado un consumo menos eficiente de la ener-
gia de excitacién[116]. Una conclusion es que la agrupacion de unidades fotosintéticas
y, por tanto, los movimientos de energia de excitacién en estas agrupaciones aumenta
la estabilidad de las unidades fotosintéticas y por tanto la resistencia al estrés. Mientras
que la desagrupacion de las unidades fotosintéticas, probada por la pérdida de sigmoidi-
cidad de la cinética de fluorescencia entre Fy y Fx a 300 us (pico L positivo), aumenta
la sensibilidad al estrés[108, 115]. La banda L aqui observada fue negativa, por lo que el
agrupamiento de unidades fotosintéticas es mas probable en las hojas tratadas con nano-

particulas de magnetita respecto al control.

Las curvas de fluorescencia variable relativa y el calculo de su diferencia respecto al control
permitié diferenciar el comportamiento de las muestras y el control, y asimismo propo-
ner algunas hipétesis acerca de las causas fisiologicas y bioquimicas que pudieron generar
estos cambios. Sin embargo, dada la variedad de posibilidades para cada una, se deben
analizar los parametros especificos asociados a cada etapa de la captacién de luz y trans-
porte electronico fotosintético a fin de reducir estas posibilidades y en el mejor de los

casos, encontrar una unica hipdtesis que justifique todos las variaciones observadas. En
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ese sentido, aplicando el modelo propuesto inicialmente por Duysens y Sweers en 1963,
es posible calcular las eficiencias y rendimientos relaciones a los flujos de energia de cada
etapa del transporte electrénico para los diferentes tratamientos. Los resultados se presen-

tan en la Fig. 6.11 y la Tabla 6.5.

—e— Control
Mag 10 ppm
Area —e— Mag 100 ppm
k) 1.75 F
Ro 0 —e— Mag 1000 ppm

Fm

FvlFo

YRrC v,

ABS/RC

DI,/RC TRo/RC

FIGURA 6.11: Gréfico de distribucion radial de parametros OJIP seleccionados para hojas
tratadas con diferentes concentraciones de magnetita. Para cada pardmetro, el valor del
control se establecié como 1.

En cuanto a los rendimientos y eficiencias en el transporte electrénico, las hojas tratadas
con nanoparticulas de magnetita mostraron valores mas altos para todos ellos. Se observo
un aumento del +10 % en el rendimiento fotoquimico primario maximo (®p,), del +71 %
en el rendimiento cudntico del flujo de transporte de electrones de Q4 a @5 (Prr,), del
+57% en la probabilidad con la que un electrén atrapado en PSII se transfiere de Q4
a Qp (Ygt,), del +18% en la probabilidad con la que se transfiere un electrén de Qp
hasta los aceptores de PSI (dgrg), del +97 % en la probabilidad con la que se transfiere un
electrén atrapado en PSII hasta los aceptores de PSI (®rg,) y del +80 % en el rendimien-
to cuantico del flujo de transporte de electrones hasta los aceptores de electrones del PSI
(URrE,)- Sibien todos los rendimientos y probabilidades aumentan, se puede observar que

los cambios son diferenciados entre las diferentes etapas. El aumento observado para el
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TABLA 6.5: Parametros derivados de la curva OJIP. Los valores entre los diferentes trata-
mientos marcados por la misma letra (a - d) no fueron significativamente diferentes en p

<0.01.

Parametro Control Mag 10 ppm Mag 100 ppm Mag 1000 ppm
Fo 574+ 90 a 592+ 37 a 470+25b 379463 b
Fum 1990+172 a 2039+117 a 2001+76 a 16144318 b
F; 1605+104 a 1558+94 a 1422+87 b 1277+194 b
Fr 1863+135 1899+109 1732464 15694271
Fv/Fum 0.71+0.05 a 0.734+0.02 a 0.77+0.01 b 0.77+0.02 b
Fv/Fo 2.5+0.5a 2.740.2a 3.44+0.3b 3.44+0.4b
Vk 0.42+0.08 a 0.35+0.03 a 0.27+0.03 b 0.31+0.06 b
V; 0.72£0.07 a 0.66+0.03 a 0.62+0.05 b 0.63+0.07 b
Vi 0.90+0.02 a 0.897+0.01 a 0.82+0.01 b 0.83+0.02 b
M, 1.42+0.28 a 1.16+0.10 a 0.88+0.11b 1.0+0.2 b
Area (2.7+£0.6)-10'a  (3.2+£0.3)-10'a  (4.44£0.3)-10'b  (3.7+0.1)-10% b
S 18+2a 214+1a 28+1b 26+3b

N 35+4a 37+3a 40+3 b 41+3b
OEC centros 0.9+0.2 1.0+ 0.2 1.1+ 0.2 1.1+ 0.2
ABS/RC 2.8£0.4a 2440.1a 1.84+0.1b 2.1+0.3 a
DI,/RC 0.8+£0.2 a 0.66+0.09 a 0.42+ 0.05 b 0.49+0.12 b
TR,/RC 1.940.2 a 1.74+0.08 a 1.44+0.1b 1.6+0.2 a
ET,/RC 0.5+0.1a 0.59+0.04 b 0.54+ 0.08 a 0.6+ 0.1b
RE,/RC 0.19+0.03 a 0.20+0.01 a 0.25+0.02 b 0.26+0.03 b
Op, 0.71+£0.05 a 0.73+0.02 a 0.77+0.01 b 0.77+0.02 b
YET, 0.284+0.07 a 0.35£0.03 a 0.384+0.05 b 0.37+0.07 b
PET, 0.20+0.06 a 0.25£0.02 a 0.29+0.04 b 0.29+0.06 b
ORE 0.394+0.09 a 0.33+0.03 a 0.48+0.06 b 0.46+£0.06 b
DRy, 0.07+0.01 a 0.08+0.01 a 0.14+0.01b 0.13+£0.02 b
YRC 0.27+0.03 a 0.294+0.01 a 0.35+0.02 b 0.324+0.03 a
Plags 0.4+0.2 a 0.6+0.1a 1.1+0.3b 1.0+£0.4 b
PIiE 0.2+0.1a 0.30+0.08 a 1.0+0.2 b 0.9+0.4 ¢

atrapamiento de energia es del 10 %, mientras que el aumento en la transferencia de elec-
trones de Q4 a Qp es del 57 % y luego el aumento de la transferencia desde @ 5 hasta los
aceptores del PSI aumenta un 18 %. El mayor cambio resulté entonces en la transferencia

de electrones desde Q4 a @Qp y corresponde al punto de inflexiéon J donde se observa un
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minimo local en las curvas Vop de la Fig. 6.10 B. Ademas, el aumento en gy es consisten-
te con el aumento de actividad del PSI la cual fue una hipoétesis planteada tras observarse

una banda negativa en AVor a 30 ms.

Respecto a la separacion de carga primaria y al rendimiento de dicha separacion, se obser-
vé una disminucién de hasta el -32% en el flujo de absorcidn por centro de reaccién del
PSII activo (RC) (ABS/RC), del -25% en el flujo de energia atrapado por RC (T'Ry/RC)
y del -49 % en el flujo de energia de excitacién disipada (D1y/R(C), tal como se distingue
en la Fig. 6.11. Por otro lado, se observé un aumento del +28 % en el flujo del transporte
de electrones entre Q4 y @ por RC (ETy/RC) y del +44% en RE,/RC correspondien-
te al flujo de transporte de electrones hasta los aceptores del PSI por RC activo del PSII.
ABS/RC representa la absorcién total de los pigmentos de la antena del PSII por RC
activo. Dado que por la extraccién directa de pigmentos se sabe que el contenido de pig-
mentos aumenta en las muestras respecto al control, el flujo de fotones absorbidos (ABS)
también debe aumentar. Por ende, para que el cociente ABS/RC disminuya, el aumento
en ABS debe ser compensado con un aumento de mayor magnitud en los RC activos (de-
nominador). También es posible que las particulas reduzcan la intensidad de luz incidente
mediante absorcién o dispersion, y por ende, este quenching produzca una reduccién en
el flujo de fotones que llegan a las antenas y por ende también una disminucién en el
flujo absorbido. Dada la limitacién del modelo utilizado para interpretar la curva OJIP,
no es posible distinguir entre estas dos posibilidades solo con estos pardmetros. Como las
nanoparticulas pueden absorber tanto el flujo de fotones incidente como el emitido por
fluorescencia, es razonable observar una disminucién de DI,/RC que sea aun mayor que
la disminucién en la energia atrapada por RC (T'Ry/RC), ya que la primera depende do-
blemente del efecto de filtro de las nanoparticulas. Esto se refleja también en el cociente
TRy/ABS que corresponde a ®p,, el cual aumenté un 10%. Por ende, a pesar de que
ambos flujos TRy y ABS disminuyen, la disminucién en ABS es mds intensa que en 7T R.
Estos cambios sugieren que una mayor proporcion de energia es atrapada por los RC del
PSII y una menor se disipa, a expensas de una menor absorcién total. Estas variaciones
también pueden explicarse suponiendo que la variacién en ABS/RC es debida a un fuerte
aumento en los RC activos, ya que a mayor disponibilidad de RC activos, mayor serd la

proporciéon de energia que pueda atraparse en ellos.
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A pesar de la disminucion en los flujos de absorcién y atrapamiento, los flujos de trans-
porte electrénico ETy/RC y REy/RC aumentan significativamente (Fig. 6.11). Esto no
se puede explicar con un fenémeno de filtro de luz por parte de las nanoparticulas, y
corresponde netamente a cambios en las tasas o cantidad de transportadores de electro-
nes intermedios y finales, ya que el cociente ETy/RE, que corresponde a drp también
aumenta. Es decir, el aumento en los cocientes ETy,/RC y REy/RC no se explican tnica-
mente con una disminucion en RC, que a su vez entraria en contradiccién con una de las
hipétesis planteadas mas arriba. Los aumentos de estos dos pardmetros son muy intere-
santes ya que T'Ry/RC disminuye. Dado que entre estos parametros el denominador es
el mismo, necesariamente significa que el flujo de transporte de electrones de Q4 a Qp
aument6 a pesar de que el flujo de excitones atrapados disminuy6. Esto sugiere que tras
el tratamiento con nanoparticulas de magnetita aumento especificamente la transferencia
de electrones de Q4 a @), entre otros cambios. Esto también se reflejé en la aparicién de
una banda AV negativa la cual indica un aumento en la conversién de Q 4 a Q. Luego,
como el aumento en REy/RC es mayor al correspondiente en ETy/RC, el flujo de trans-
porte de electrones hasta los aceptores del PSI también aumenté de forma independiente
al flujo de electrones intermedios correspondiente a ETj. El aumento de la actividad del
PSI propuesto inicialmente al observarse una banda AV negativa, también explica el

aumento en los flujos y rendimientos asociados al PSI como REy/RC, érg, VrE, ¥ PrE,-

Por dltimo, dado que multiples rendimientos o eficiencias de las diferentes etapas del
transporte electrénico aumentan tras el tratamiento con nanoparticulas, los indices de
rendimiento como Plaps y Plfg’”sl que son combinaciones de los pardmetros anteriores,
también aumentan y en mayor medida que los anteriores. El indice de rendimiento PIapg
cuantifica la conservacion de energia de los fotones absorbidos por el PSII hasta la re-

duccién de los aceptores de electrones intermedios entre PSII y PSI, mientras que PI5d

extiende la conversién de energia hasta los aceptores del PSI. El PI'%Y refleja paso a paso
los parametros de rendimiento biofisico y, por lo tanto, es un representante muy apropiado
de la salud general de la unidad fotosintética[117]. El primer término para el cdlculo de

ambos indices utiliza el parametro yrc que representa la probabilidad en la que una cloro-

fila del PSII actie como RC. Por lo tanto, yrc/(1 — vrc) = Chlge/Chlantena = RC/ABS.
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La expresiéon RC/ABS muestra la contribucién al rendimiento total debido al tamafio de
la antena del PSII o bien, debido a la densidad RC referida a todas las clorofilas del PSII.
La contribucién o rendimiento parcial debido a las reacciones de luz para la fotoquimica
primaria se estima de acuerdo con el factor ®p,/(1 — ®p,), la contribucién de las reac-
ciones oscuras desde ), a PC se deriva como Ygr,/(1 — Wgr,) ¥y la contribucién del PSI
reduciendo sus aceptores finales como drg/(1 — drg). Tanto en PIapg como para PTYLY,
todos los componentes aumentan tras el tratamiento. El cociente RC'/ABS que represen-
ta la densidad de RC activos por absorcion de clorofila aumenta tras el tratamiento con
nanoparticulas. Al igual que el cociente ABS/RC, los cambios pueden interpretarse tanto

por un efecto de filtro de luz por parte de las particulas o un aumento en la cantidad de

RC activos.

En resumen, a partir de una analisis detallado de las curvas y los parametros derivados
del transiente OJIP se determinaron efectos en distintos puntos de la cadena de transporte
electrénico fotosintética. A partir de los parametros derivados de la absorcién y la separa-
cién de carga primaria se plante6 que uno de los efectos de las particulas es el quenching de
la luz incidente y de la fluorescencia, produciendo reducciones importantes en los valores
de fluorescencia como Fy y Fy, asi como en el flujo de fotones absorbidos por RC activo
(ABS/RC(C). Este ultimo cambio puede también deberse a un aumento en los RC activos.
Del andlisis de los flujos y rendimientos del transporte electrénico se planteé un aumento
en los flujos asociados a la transferencia electrénica desde () 4 hasta los aceptores del PSI.
Particularmente, la hipdtesis de un posible aumento en la actividad del PSI es consistente
con multiples cambios observados en las bandas AV y AV, ¥ en los parametros drg
y REy/RC'. Todos estos cambios ademds, se corresponden con el aumento en el niimero

total de electrones transferidos (V) y el drea normalizada sobre la curva (Sj;).

6.3.6. Fase actinica - Particion de energia

Se registraron las cinéticas de Kautsky para las muestras durante el tratamiento. Como se
menciono en la metodologia, se utilizaron dos protocolos de medicion, en uno se aplicd
una sola luz actinica y en el otro ademas se registré la fase de recuperacién del NPQ. La

diferencia radica en la limitacién de hojas medibles en un mismo dia.
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A continuacion se resumen en la Fig. 6.12 y Tabla 6.6 los resultados obtenidos tras 7
dia de tratamiento con nanoparticulas. La fluorescencia inicial, F, disminuyé bajo el tra-
tamiento con nanoparticulas a lo largo de los diferentes dias de medicién al igual que
Fu, alcanzando disminuciones del 30% en Fy y 7% en Fy;. Dado que la disminucién de
la fluorescencia en ambos puntos no es la misma, no se puede explicar Unicamente con
un fendmeno de quenching. El cociente Fv// Fy que corresponde al maximo rendimiento
cudntico fotoquimico del PSII aument6 conforme aumentd la concentracién de nanopar-
ticulas de magnetita. Los valores y las variaciones observadas en Fy/ Fy son consistentes
con los valores y las variaciones obtenidas en ®p, mediante el transiente OJIP, los cuales
son equivalentes. Los resultados de la cinética de Kautsky durante la etapa oscura, en don-
de todavia no se encendio la luz actinica, se corresponden bien con lo observado mediante

el transiente OJIP.

1.04 mmm Control a
b Mag 10 ppm b b
0.8 aab B Mag 100 ppm IC

s Mag 1000 ppm

FulFm ®psyy Dppo qr anp

FIGURA 6.12: Parametros derivados de la cinética de Kautsky bajo iluminacion actinica
para las muestras y el control. Los valores entre los diferentes tratamientos marcados por
la misma letra (a - d) no fueron significativamente diferentes en p <0.05.

Respecto a la particion de energia durante la iluminacion actinica, se observé que el rendi-
miento cuantico del PSII, ®pgy;, aumento tras el tratamiento con nanoparticulas alcanzan-
do un incremento maximo del 89 % a 100 ppm de magnetita. Luego, los rendimientos de
desintegracion fotofisica, ®¢, y del quenching no fotoquimico, ®xpq, disminuyeron con el
tratamiento y en menor medida que el aumento de ®pgiy. El valor de ®xpq disminuyd has-
ta un 30 % a 100 ppm de magnetita y ®¢ disminuyo progresivamente con la concentracién
hasta un 10 % maximo. El aumento del rendimiento cudntico del PSII puede justificarse

en base al efecto de filtro de luz de las particulas. El ®pgy disminuyd con la intensidad
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de la luz actinica (detalles en Subseccién 4.3.6), por lo tanto si las particulas absorben
una parte importante de la luz incidente, es posible que la intensidad de la luz actinica
que realmente alcance a las hojas tratadas con nanoparticula sea de menor intensidad a la
aplicada en el control. De esta forma, el mayor ®pgy; se debe a que una menor luz actinica
neta que alcanza a los cloroplastos. Cuando mayor es la concentraciéon de nanoparticulas,
mayor es la reduccién de la luz actinica y por ende mayor es el rendimiento cudntico. La
disminucién en el ®xpq se puede explicar de la misma manera. Por otro lado, los caro-
tenoides conforman el ciclo de las xantdfilas, el cual es uno de los mecanismos del NPQ.
Por ende, una disminucién de la composicidon de los carotenoides totales en las antenas
(aumento de Chls/Cars) como la aqui observada conduce a una disminucién de los proce-
sos asociados al ciclo de las xantoéfilas involucrados en el NPQ. Luego, el aumento en qp
y PSate, asi como la disminucién de qnp siguen la misma tendencia que ®psir y ®npq,

respectivamente.

TABLA 6.6: Pardmetros derivados de la cinética de Kautsky bajo aclimatacién de luz ac-
tinica para hojas tratadas con nanoparticulas de magnetita y el control durante 5 dias
luego de la primer exposicidn. Los valores entre los diferentes tratamientos marcados por
la misma letra (a - d) no fueron significativamente diferentes en p <0.05.

Grupo Control Mag 10 ppm Mag 100 ppm  Mas 1000 ppm
Fo 279452 a 266 £ 37 a 210 +13b 198+ 20b
Fum 955 + 116 1011 +£ 110 930 + 37 893 £+ 39
Fv/Fum 0.71 £0.03 a 0.74 £0.02 a 0.77 +£0.01 b 0.78 +0.01 b
Ppgr1 0.21 £0.03 a 0.26 + 0.04 ac 0.39 + 0.02b 0.29 +0.04 ¢
%S 0.27 + 0.05 0.29 £+ 0.01 0.25 + 0.02 0.24 + 0.01
Pnpq 0.52£0.05a 0.46 £0.03 a 0.36 + 0.01 b 0.46 £ 0.05¢
qp 0.10£0.01a 0.13£0.03 a 0.20 + 0.01 b 0.13+0.03 a
dNP 0.93 £ 0.06 0.83 + 0.02 0.76 + 0.01 0.84 + 0.04
PSrate 39+6a 48 +8a 73+4b 55+9c¢

También se registr6 la dinamica temporal de los rendimiento cuanticos, a modo de di-
lucidar si hubo cambios cambios en los tiempos de estabilizacién y aclimatacién de las
diferentes muestras a la luz actinica de trabajo. Como se puede apreciar en la Fig. 6.13,

las hojas de plantas tratadas con 1000 ppm de magnetita solo requieren de 10 minutos
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para alcanzar un valor estacionario tanto para ®pgyy como para ®npq. Los controles y las
muestras de menor concentraciéon de magnetita, en cambio, requieren de 25 y 20 minutos,
respectivamente. El tiempo necesario para alcanzar un valor estacionario en la fluorescen-
cia, Fg, durante la adaptacién actinica fue registrado previamente y en el Capitulo 4 se
discutié que dicho valor para una luz actinica media, como la aqui utilizada, ronda los
20 minutos. Los tiempos de aclimatacién del control y las muestras de 10 y 100 ppm de
magnetita, por ende, se encuentran dentro del rango esperado. La diferencia con respecto
a la muestra con 1000 ppm no se puede explicar inicamente con un efecto de filtro de la
luz incidente, ya que si fuese el caso se deberia observar un cambio similar al del control
pero donde la curva esté por encima del valor para el control, el cual es el comportamien-
to durante la aclimatacién a una menor luz actinica. Durante la aclimatacién actinica, se
activan diferentes procesos asociados al NPQ y eventualmente, luego de ~ 20 minutos, se
alcanza un estado estacionario. Si el $npq de la muestra correspondiente a 1000 ppm de
magnetita practicamente no varia a lo largo de toda la iluminacién actinica, esto puede
asociarse a una inhibicion de los fenémenos del NPQ o bien, a un bloqueo en el transporte
electrénico. Este dltimo, no fue detectado por el transiente OJIP por lo que la hipdtesis de
una inhibicién o limitacion de los mecanismos del NPQ parece ser mas probable. Ademas,
la hipétesis es consistente con la menor proporcién de carotenoides (respecto a clorofilas)

obtenida por extraccion directa en las muestras tratadas con magnetita.
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FIGURA 6.13: Rendimientos cudnticos en funcién del tiempo de aclimatacién para el

control y las muestras.
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6.3.7. Fase actinica - Curvas PSMT

Durante la iluminacién actinica en la cinética de Kautsky, se puede observar la disminucién
de la fluorescencia desde un punto P (maximo) hasta un minimo en estado estacionario
(T) cuya traza temporal se denomina curva PSMT. La Fig. 6.14 muestra los graficos se-
milogaritmicos de fluorescencia normalizada en funcién del tiempo para las muestras con
nanoparticulas de magnetita y el control a la intensidad de luz actinica (LA) de estudio.
En primer lugar, se observé que los trazos de fluorescencia muestran decaimientos mono-
tonos a partir de 10 segundos, lo cual es consistente con lo observado en el Capitulo 4 en
donde se discutié que esta zona de la curva esta dominada por el quenching de transicion
de estado (qr)[117, 118]. El rdpido decaimiento en PS es una consecuencia del quenching
fotoquimico (qp). Bajo luz actinica baja, la saturacién de la reserva de plastoquinonas
(PQs) ocurre antes de que el gt sea significativo, lo que se refleja en una meseta o pico M
alrededor de los 10 segundos. A mayores LA, la saturacién del conjunto de plastoquinonas

se desplaza a tiempos menores, qr se acelera y, por lo tanto, el pico M desaparece.
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FIGURA 6.14: Curvas PSMT de plantas control y tratadas con nanoparticulas de magne-
tita, bajo iluminacién actinica en funcion del tiempo. La fluorescencia estd normalizada a

nivel del pico (P) y en el estado estacionario (T). Las intensidad de la luz actinica fueron
2 1

de 175 pmol de fotones - m~=s
En la Fig. 6.14 se observa que desde el control a 100 ppm de magnetita, la meseta M se
hace mas evidente, y luego a 1000 ppm se revierte parcialmente. El comportamiento de
las dos muestras de mayor concentracién de magnetita se asemeja al esperado a bajas

LA, donde la activacién de qr ocurre luego de que el conjunto de PQs se reduzca por
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completo. Esta similitud con luces actinicas bajas se asemeja al comportamiento del ®pgyy
observado en la cinética de Kautsky, tanto en su magnitud como en su traza temporal
respecto al control. Para dilucidar si hay un efecto sobre el tamafio del conjunto de PQs o
en qr se pueden contrastar estos resultados con los de la curva OJIP o la fase de recupe-
racion del NPQ, respectivamente. En la curva OJIP se observé un aumento en los flujos y
eficiencias del transporte electrénico desde ) 4 hasta los aceptores del PSI y un aumento
en el numero total de electrones transportados. Dado que el conjunto de plastoquinonas
son transportadores de electrones intermedios entre PSII y PSI, un aumento del mismo
conduce a un incremento en los flujos, y en el nimero de electrones transportados. Ade-
mas, la reduccion del conjunto de PQs es el paso limitante de la velocidad del transporte
electrénico fotosintético, un aumento del mismo conduce a un aumento proporcional de
los electrones transportados y del flujo del proceso en total. Por lo que un incremento en
el conjunto de PQs es consistente con los resultados anteriores. Es posible que también
se deba al efecto de filtro sobre la luz incidente producto de la absorcién y dispersion de
las nanoparticulas. A mayor concentracion de estas, menor es la proporcion de luz actini-
ca neta que alcanza efectivamente a las antenas. Por ende, las hojas se comportan como
si estuviesen iluminadas por una luz de menor intensidad a la real. Sin embargo, dado
que el comportamiento frente a las curvas PSMT no es proporcional a la concentracion
de particula, especificamente frente a lo observado para 100 y 1000 ppm de magnetita,
este no puede ser él Unico fendmeno causante de las variaciones observadas. Luego, es
posible que también esté retardada la activacién del componente g del NPQ, es decir su
tiempo caracteristico haya disminuido, ya que los mecanismos asociados al quenching de
transicién de estado ocurren mas tarde que la saturacién de las PQs. Para estimar qr y
su tiempo de vida (77) se debe registrar la recuperacién del Fy; en la cinética de Kautsky
luego de la iluminacién actinica. En la siguiente seccion se evaltia dicha curva y se estiman

los diferentes componentes del NPQ.

6.3.8. Fase de recuperacion del NPQ

Luego de la etapa de iluminacién actinica, es posible registrar la recuperacion de la fluo-
rescencia maxima dandose lugar al restablecimiento de los procesos del NPQ. Durante
dicha etapa oscura, se aplican pulsos de saturacion que permiten estimar la capacidad fo-

tosintética maxima y también, si se cumplen ciertos requisitos experimentales, es posible
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estimar la contribuciéon de cada componente del NPQ al rendimiento cudntico del NPQ
total. Utilizando el modelo bi-exponencial presentado en el Capitulo 4 se lograron deter-
minar tanto la contribucién como los tiempos caracteristicos de los componentes del NPQ

a las muestras tratadas con nanoparticula y el control.

En la Fig. 6.15A se comparan las curvas de kypg/kc a cada tratamiento. La figura en
escala semi-logaritmica revela que el comportamiento no es mono-exponencial. No se ob-
servaron diferencias significativas en las curvas kypg/kc de las muestras y el control,
aunque la media de las curvas de las muestras caen por encima del control a tiempos lar-

gos sugiriendo una leve diferencia en los tiempos de desactivacién del NPQ.
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FIGURA 6.15: Decaimiento del cociente kypq/kc en funcién del tiempo y componentes
del NPQ obtenidos tras el ajuste bi-exponencial.
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Dado el bajo nimero de muestras que se pudieron medir, los cambios observados en la
Fig. 6.15B no son significativos. Sin embargo, a continuacién se discute la tendencia ge-
neral de los resultados ya que en la mayoria de los tiempos caracteristicos y componentes
sufrieron variaciones dependientes de la concentraciéon de nanoparticula. Las magnitudes
de cada parametro se encuentran dentro del rango esperado. En lineas generales, se ob-
servd un aumento en la proporcidn del quenching de transicién de estado (%qr) y una
disminucién en el quenching dependiente de energia (%qg), mientras que el quenching
inhibitorio (%q;) permanecio constante para las muestras con nanoparticulas respecto el
control. Luego, el tiempo caracteristico asociado al qg (7g) permanece constante, mien-
tras que el tiempo de vida del quenching de transicion de estado (7r) disminuye desde el
control hasta 100 ppm de magnetita, y luego para 1000 ppm se recupera completamente.
La disminucién de 7 asi como las diferencias observadas entre 100 y 1000 ppm de mag-
netita, son coherentes con los cambios observados en la curva PSMT. De esta forma, dado
el retardo respecto a la activacion de los fenémenos asociados al quenching de transicion
de estado y al aumento en el conjunto de PQs, se observa una meseta M mas nitida para

las muestras de mayor concentracidén de magnetita respecto al control en las curvas PSMT.

Los cambios observados en el %qr y%qg, son analogos a los observados tras la aclimata-
cién con baja iluminacién correspondiente al Capitulo 4. Es decir, nuevamente los cambios
asociados al tratamiento con nanoparticulas se asemejan a la aclimatacion con baja irra-
diancia. En las muestras tratadas con altas concentraciones de magnetita, la transicion
de estado ocurre en mayor medida respecto al NPQ total (aumento de %qr) y mas rapi-
damente (disminuciéon de 7). Las transiciones de estado son procesos de aclimatacion a
la luz que aumentan o disminuyen el tamafio de las antenas recolectoras de luz que ali-
mentan la excitacion a los complejos centrales de PSII y PSI. El quenching de transiciéon
de estado se ha asociado con la desfosforilacién del complejo captador de luz asociado al
PSII (LHC-II) que conduce su desprendimiento del fotosistema. Bajo condiciones de alta
irradiancia, un mondmero externo de la antena se conecta posteriormente al PSI, de modo
de equilibrar la excitacién de ambos fotosistemas. Por otro lado, el quenching dependiente
de energia esta asociado con la acidificaciéon del espacio intratilacoide (lumen) cuando
la fotofosforilacion no puede mantener la misma velocidad que la tasa de la cadena de

transporte electrénico (ETC). Por ende, a altas irradiancias, se genera una acidificacién
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del lumen que conduce la conversidon de violaxantina en zeaxantina correspondiente al
ciclo de las xantoéfilas (qg) y posteriormente desencadena el reordenamiento fisico de la
antenas (qr). En las muestras tratadas con magnetita, qg disminuye mientras qr aumenta.
La disminucién de qg puede estar asociada a un menor contenido de xantoéfilas (carotenoi-
des) respecto a clorofilas (aumento de Chls/Cars observada por extraccién de pigmentos)
y al aumento de las antenas, particularmente del LHC-II. Al disminuir la poblacién de ca-
rotenoides dentro de las antenas, disminuye la capacidad de desactivar el estado excitado

por parte de las mismas el cual corresponde al qg.

Luego, el aumento de %qr puede deberse a una gran cantidad de PQs reducidas. En todos
los organismos fotosintéticos oxigenados, la sefial quimica que desencadenan las transi-
ciones de estado es el estado redox del conjunto de PQs involucradas en el transporte de
electrones desde PSII a PSI. Es conocido que el PSII reduce la reserva de PQs, mientras
que el PSI la oxida[119-121]. Por tanto, existe una regulacién antagénica (regulacion por
retroalimentacion) del conjunto de PQs con las actividades fotoquimicas de PSII y PSI.
Luego, dado que se observé un aumento en el nimero de electrones y transportadores
de electrones mediante la curva OJIP, y que la mayoria de los portadores de electrones
son plastoquinonas (PQs), el incremento en el nimero de transportadores de electrones
se puede interpretar también como un aumento del pool de PQs. Ademas, se observé un
aumento en el flujo de electrones desde @) 4 hasta los aceptores del PSI, lo que incluye
a las PQs. Finalmente, un aumento en la cantidad de PQs reducidas puede provocar un

aumento en el quenching de transicién de estado.

Por ultimo, varios autores han reportado un incremento en la proporcién relativa de %qr
a bajas luces actinicas. Quick y Stitt[122] que estudiaron los factores que contribuyen al
NPQ, indicaron que qr satura a niveles de luz actinica bajos. D’Ambrosio y cols.[123]
estimaron los diferentes componentes del NPQ a diferentes luces actinicas y observaron
que a intensidades de luz bajas, qr fue el inico componente del NPQ (%qr = 100%) y
ademas su valor absoluto (qr) aumentd a irradiancias mas altas. Walters y Horton[124]
predijeron que las transiciones de estado saturan a baja iluminacién actinica, ya que se
ha demostrado en cloroplastos de maiz que el nivel de fosforilacion del LHC-II se reduce

bajo luz intensa[125]. Considerando entonces un efecto de filtro de la luz actinica por
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parte de las nanoparticulas de magnetita, es razonable observar un aumento de %qr ya
que corresponde con lo esperado a menores luces actinicas. Tanto el incremento en el
tamaifo del conjunto de PQs asi como el efecto de filtro sobre la luz incidente, determinan
tanto el aumento en %qr como la presencia de una meseta M en las curvas PSMT a altas

concentraciones de nanoparticulas de magnetita.

6.4. Conclusiones

En resumen, el tratamiento con nanoparticulas de magnetita mejoro los parametros foto-
sintéticos y el contenido de pigmentos en plantas de Achicoria. Se observé en multiples
pardmetros que los cambios positivos alcanzaron un méximo a 100 ppm de magnetita,
mientras que a 1000 ppm se deterioraron. Esto se reflej6 en el cociente de Chl a/b, en
varios rendimientos y eficiencias obtenidos a partir de la curva OJIP (ABS/RC, drg y el
area) y en el ®pgyr en la cinética de Kautsky. Si bien los valores para el tratamiento con
1000 ppm no fueron menores al control, es decir, se encontraban entre los valores obte-
nidos para 10 y 100 ppm de magnetita, es indicio de un posible efecto negativo. También
es factible que a esa concentracién elevada de particulas, se haya saturado el transporte
de las particulas en las hojas, o bien, las particulas se aglomeren antes de ingresar a las
hojas por su alta concentracion, reduciendo asi la cantidad de material que se incorpord

efectivamente a la hojas.

Si bien no hay informacién previa sobre el efecto de estas nanoparticulas en la actividad
fotosintética, si se han reportado variaciones en el contenido de pigmentos. En el rango
de concentraciones aqui estudiadas, Tombuloglu y cols.[20] observé también un aumento
en el contenido de clorofilas en cebada hasta una concentracién de 250 ppm de nanopar-
ticulas, que luego disminuye a 1000 ppm. Por lo que concentraciones mas altas de ~ 100
ppm de magnetita, limitarian la potenciacién de los efectos positivos sin efectos toxicos,

aunque todavia los parametros obtenidos fueran més altos a 1000 ppm que para el control.

Respecto al posible mecanismo de accién de las nanoparticulas de magnetita, como se
comentd en la introduccion, el hierro es un nutriente esencial que participa en muchos

procesos fisioldgicos, incluida la biosintesis de clorofila, la respiracién y las reacciones re-
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dox[33, 34, 36]. Particularmente la deficiencia de hierro, la cual esta bien documentada,
reduce el contenido de pigmentos hasta el punto de producir clorosis (hojas amarillas por
falta de pigmentos) y ademds afectaria mds al PSI que al PSII[37]. Esto puede deberse a
la gran cantidad de cofactores Fe-S y aceptores de proteina de Fe-S asociados al PSI, tal
como puede verse en el esquema Z de la Fig. 2.3 del Capitulo 2. Por lo tanto, es razonable
que frente a las nanoparticulas de magnetita que contienen hierro, se haya observado un
incremento de la actividad del PSI por encima del PSII. Esto se reflej6 en las variaciones
observadas en los cocientes Chl a/by Fycq/Ftar—red, ¥ €0 los pardmetros de la curva OJIP
asociados al PSI como drg. Si bien el aumento en la actividad del PSI fue mayor al corres-
pondiente al PSII, ambos fotosistemas y toda la cadena de transporte electrénico aumenté
su actividad, evidencidndose en el aumento en el numero de electrones transportados por

la cadena.

Cabe resaltar, que dado que Fe?" es la forma de hierro que las plantas pueden utilizar,
se deben usar nanoparticulas que contengan este idn si se planea utilizar nanoparticulas
de hierro como fertilizantes. Varios de las efectos negativos reportados sobre la aplica-
cion de nanoparticulas de 6xido de hierro en plantas son causadas por nanoparticulas de
Fey03[22, 28, 126]. De esta forma, fue acertada la eleccién del material de partida ya
que el 6xido ferroso no es un 6xido estable en general, mientras que el 6xido mixto Fe3Oy

y por ende las nanoparticulas de este material, si lo son[8, 45, 127].

La mejora en los pardmetros fotosintéticos de las plantas con la concentraciéon de mag-
netita indicé que el hierro en la forma nanométrica también puede desencadenar efectos
de manera positiva. Estos hallazgos en combinacién con los previamente reportados sobre
la inexistencia de estrés oxidativo o dafios fisioldgicos producto de estas nanoparticulas,

posibilita el uso de nanoparticulas de magnetita como suplemento de hierro en las plantas.
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CAPITULO

Nanoparticulas de carbono

7.1. Introduccion

7.1.1. Antecedentes cientificos

Los nanomateriales basados en carbono se consideran los nanomateriales mas discutidos
y utilizados en esta dltima década. Las nanoparticulas de carbono o carbon dots (CD) se
clasifican como un tipo notable de nanomateriales carbonosos cuasi esféricos desarrolla-
dos recientemente, con tamafos inferiores a 10 nm [1, 2]. Aunque no ha pasado mucho
tiempo desde el descubrimiento de los CD en 2004, los puntos cuanticos de carbono han
sido objeto de numerosos estudios de investigacidon éptica para su uso en areas como bio-
monitoreo, deteccién, fotocatdlisis, suministro de farmacos y genes, conversion solar y
LED [3]. Gracias a la existencia de numerosos restos carboxilicos en la superficie, los CD
tienen una excelente solubilidad en agua y capacidad de funcionalizacién, como con mo-
léculas poliméricas, orgdnicas, inorgdnicas y bioldgicas. Ademds, los CD se han utilizado
en aplicaciones de conversién de energia luminosa [4, 5] porque son buenos donantes y

aceptores de electrones [6, 7].

Otras propiedades tnicas de los CD, incluida una forma bien definida; pequeias dimensio-
nes; funcionalidades de superficie armédnica y ajustable; y sus procedimientos de sintesis
simples, rapidos, econémicos y no toxicos las convierten en una alternativa prometedora
a otras nanoparticulas, especialmente a los puntos cudnticos basados en metales toxicos
[1]. Ademas, las propiedades Opticas de los CD reveladas por los espectros de emision de
fluorescencia y absorcion ultravioleta-visible (UV/vis) sugieren que los CD tienen una alta

capacidad de recoleccion de luz, que podria usarse para mejorar la eficiencia de la fotosin-
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tesis de las plantas [8]. Recientemente se ha demostrado que el uso de nanoparticulas en
plantas es una metodologia prometedora para transferir energia a los centros de reaccion
fotosintéticos [9, 10], lo que aumentara la absorcidon de luz. Esto se ha confirmado me-
diante la aplicacion de nanoparticulas a base de metales (quantum dots)[11, 12] que, sin
embargo, presentan un riesgo de toxicidad por metales. Los CD se han considerado como
alternativas a los puntos cudnticos metdlicos convencionales para superar su toxicidad y

preocupaciones ambientales [13].

Se han reportado investigaciones sobre las interacciones de los nanomateriales con las
plantas, incluidos los nanomateriales carbonosos (fullerenos, nanotubos, GO (6xido de
grafeno), GQD (puntos cuanticos de grafeno), nano-cebollas, nano-cuernos, entre otros
[1, 14-18]. Una vez que las nanoparticulas se incorporan a las plantas a través de una
via aérea o terrestre, pueden tener un efecto beneficioso o adverso en el crecimiento y la
productividad de las plantas. Los resultados cambian una vez que varia la composicién, la
concentracién, el tamafio y el recubrimiento de las nanoparticulas [19]. Hasta ahora, la
mayoria de los reportes dan cuenta de efectos positivos. De esta forma, se ha demostrado
un rendimiento superior de las CD en varios procesos fisioldgicos de las plantas, incluido el
crecimiento [20], la fotosintesis [21] y la resistencia al estrés [22]. Ademas, los tratamien-
tos con CD también han mostrado efectos mejorados de la fijacién biolégica de nitrégeno
[23], entre otros [2]. Por ejemplo, un estudio de Sonkary cols.[24], revel6 que las plantas
de Cicer arietinum tratadas con nano-cebollas de carbono solubles en agua aumentaron su
tasa de crecimiento general en comparacién con el control. El estudio de transferencia de
electrones de plantas de frijol mungo expuestas a CD ha sido estudiado sistematicamen-
te en detalle por Chandra y colaboradores [10]. Los autores postulan que la propiedad
de alta luminiscencia de CD es capaz de promover el proceso de fotosintesis mediante la
transferencia de electrones de CD al cloroplasto de frijol mungo, donde puede actuar co-
mo donante de electrones y acelerar la conversion de luz en energia quimica. Como era de
esperar, el papel de CD como potenciador del crecimiento de las plantas se demostré como

lo indica el aumento en la altura de las plantas en comparacién con las plantas no tratadas.

A pesar de los efectos positivos de las CD sobre el crecimiento y actividad fotosintética de

varias plantas de cultivo mencionados anteriormente, también se observé inhibicion del
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crecimiento y estrés oxidativo [2]. Como ejemplo, después de la exposicién a plantas de
maiz con CD, se redujo significativamente el peso fresco de las raices y los brotes de las
plantas y se observé dafio oxidativo [25]. Del mismo modo, Wang y cols.[26] investigaron
sistematicamente el destino y la fitotoxicidad de los CD usando Arabidopsis thaliana (L.).
Los CD a mas de 125 mg/L redujeron significativamente la elongacién de la raiz en compa-
racion con los grupos control. Ademas, los autores detectaron variaciones en la regulaciéon
de genes involucrados en el desarrollo de raices y brotes. Se observé una respuesta anti-

oxidante asi como una disminucidn en enzimas involucradas en la fotosintesis.

En sintesis, de los estudios mencionados anteriormente, se descubrié que los efectos po-
tenciales de las CD en el crecimiento, desarrollo y actividad fotosintética de las plantas
dependen de la concentracidn. Los CD en la mayoria de los estudios mostraron un efecto
positivo en las plantas, incluido su crecimiento y resistencia contra el estrés abidtico y bio-
tico, a menos que se aplicaran en concentraciones mads altas. Los CD, en una dosis éptima,
pueden promover el crecimiento de las plantas de cultivo acelerando la fotosintesis y la

asimilacion de la nutricion en las plantas [1, 2, 14].

7.1.2. Clasificacion de CD

CD es un término genérico para varios nanomateriales de carbono. Los CD siempre poseen
al menos una dimensidon de menos de 10 nm de tamafio y fluorescencia como sus propie-
dades distintivas. La estructura de los CD consta de grupos basados en carbono sp?/sp® y
oxigeno/nitrégeno o agregados poliméricos. Los CD incluyen principalmente GQD (pun-
tos cudnticos de grafeno), CND (nanopuntos de carbono) y PD (puntos de polimeros).
Los GQD tienen una o mas capas de grafeno y grupos quimicos conectados en los bordes.
Son anis6tropos con dimensiones laterales mayores que su altura. Los CND son siempre
esféricos y se dividen en nanoparticulas de carbono que no tienen una red cristalina, y
puntos cuanticos de carbono (CQD), que tienen una red cristalina obvia. Como resultado,
el mecanismo de fotoluminiscencia es muy diferente para los diferentes tipos de CND. Los
PD son polimeros agregados o reticulados preparados a partir de polimeros o mondémeros

lineales [27].
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Debido a la diversidad de CD, existen muchos enfoques para fabricarlos, el mds comun es
el corte "de arriba hacia abajo"(top-down) de diferentes fuentes de carbono que a menudo
forman GQD o CND, y la sintesis "de abajo hacia arriba"(bottom-up) a partir de moléculas
organicas o polimeros y la modificacion de la funcionalidad de la superficie, con la que se

pueden sintetizar todos los tipos de nanomateriales de carbono anteriormente descriptos.

Mediante los métodos top-down, los CD se obtienen cortando y 6xidando compuestos de
carbono como el polvo de grafito [28], varillas de carbono [29], fibras de carbono [30],
nanotubos de carbono [31, 32], negro de carbén 6 negro de humo [33] e incluso con
hollin de las velas [34]. Estos materiales de carbono poseen una estructura de carbono
sp? perfecta y carecen de una banda prohibida eficiente para dar fluorescencia. Para hacer
que estos tipos de fuentes de carbono sean fotoluminiscentes, su tamafio y quimica super-
ficial deben modularse cuidadosamente. El método de corte mas comun utiliza un acido
oxidante concentrado (HNO3 o una mezcla de H,SO4,/HNO3) [35]. En este proceso, los
materiales de carbono a granel se cortan en piezas pequefias y las superficies de las piezas
se modifican con grupos basados en oxigeno, que otorga solubilidad en agua. El pequefio

producto de carbono resultante se suele clasificar como GQD, CQD o CND.

Los métodos bottom-up son rutas eficientes para producir CD fluorescentes a gran escala.
Por ejemplo, las moléculas pequefias y los polimeros pueden sufrir deshidratacién y carbo-
nizacién adicional para formar CND y PD. Las moléculas aplicadas siempre poseen grupos
-OH, -COOH, -C=0y —NHj, que pueden deshidratarse a temperaturas elevadas. Existen
muchos enfoques para llevar a cabo los procesos de deshidratacién y carbonizacion, como
métodos hidrotermales [36], microondas [27] y combustion [37], pirdlisis [38], pirdlisis
en acido concentrado [39], carbonizacién en un microrreactor [40],entre muchos otros
métodos [5, 27, 41]. Es dificil controlar estos procesos de formacién, lo que da como
resultado CD con polidispersidad. Sin embargo, el uso de precursores disefiados puede

permitirnos obtener con precision GQD con el peso molecular y el tamafio deseados.

7.1.3. Motivacion

Los puntos de carbono se han convertido en una estrella en ascenso en los nanomateriales

basados en carbono debido a su fotoluminiscencia, baja o nula toxicidad, alta solubilidad
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en agua, biocompatibilidad y bajo costo [2, 18, 27]. Por lo tanto, los CD son buenos can-
didatos como material modelo para explorar el impacto de las nanoparticulas de carbono

en la actividad fotosintética de las plantas.

Asimismo, como el rango de emisién de los CD se superpone parcialmente con las bandas
de absorcidn de la clorofila, es viable que los CD puedan transferir energia al sistema foto-
sintético y mejorar asi su eficiencia. Lo que estaria de acuerdo a lo observado previamente
por Chandra y cols. [10] en cloroplastos. Ademas, la alta solubilidad en agua, el pequefio
tamafio y las propiedades anfifilicas de los CD facilitan su penetracién en los poros de la
pared celular y evitan su agregacién o su union a los polimeros que la forman. Teniendo
todas estas propiedades en mente, en este trabajo, nuestro objetivo fue estudiar si el uso
de CD puede inducir variaciones en la actividad y eficiencia fotosintética en achicoria, que

sirvié como planta modelo y especie agricola.

7.2. Metodologia

7.2.1. Cultivo y crecimiento de plantas

Se compraron en un vivero local unos 14 plantines de Achicoria ( Cichorium intybus) y
se aclimataron por 30-45 dias bajo irradiancia continua y riego controlado. La aclimata-
cién se realizé con luces LED con una irradiancia de 300 pmol de fotones - m~2s~! y un

fotoperiodo de 16 horas.

7.2.2. Sintesis de nanoparticulas

A partir del negro de humo o carbon black comercial de Full Black S.R.L., que posee un
didmetro medio de 10-300 nm segun el fabricante, se prepararon nanoparticulas de car-
bono fluorescentes por un método de exfoliacién acida. El procedimiento fue optimizado
luego de varias pruebas con otros agentes oxidantes y combinacion de acidos fuertes. Se
utilizaron como base las sintesis de puntos de carbono (carbon dots) reportadas por Hu y
cols.[42], Ray y cols.[43] y Ye y cols.[44]. Estos autores utilizaron medios oxidantes dados
por HyOy, HySO4(c) + HNOs(c) y HNOs3(c), respectivamente, manteniendo a reflujo la
mezcla de reaccion entre 2 a 8 horas dependiendo del tamafio del material de carbono

de partida y de las caracteristicas del dcido o agente oxidante. Se lograron sintetizar pun-
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tos de carbono a partir de negro de humo comercial (nano-CB) utilizando una mezcla de
H>05 y H3S0y en reflujo por 3 horas. Primeramente se dispersé 1 g de negro de humo en
aguay se sonic6 con una sonicador Testlab (450 W, 40 kHz) por 30 minutos para desaglo-
merar las microparticulas y mejorar el mojado de las mismas. Luego, se adicionaron 50
mL una mezcla de H2O5 al 30 % y H,S0,(c) aproximadamente en relacién 3:1. Luego de
3 horas a reflujo a 80°C, a la mezcla de reaccion fria se le adiciond un 10 % en volumen de
acetona y se centrifugd a 20.000 RPM por 15 minutos. Como las nanoparticulas resultaron
ser muy pequefias, no fue posible precipitarlas a 20.000 RPM a menos que se adicionara
algtin solvente como acetona o etanol el cual disminuyera su solubilidad en agua. Cabe
sefialar que la mezcla de reaccién resultante no contenia un precipitado negro, es decir,
restos de negro de humo utilizado como materia prima. Luego, se descarté el sobrena-
dante que contenia principalmente dcido remanente de la reaccién, y el precipitado se
dispersé en agua y se neutralizé6 con NaOH (s) hasta pH neutro. Durante este proceso
precipitd NaySOy el cual se filtré en frio a modo de reducir la concentracién de esta sal
en la dispersién de nanoparticulas resultante. Finalmente se volvi6 a centrifugar la mues-
tra adicionando un poco de acetona para facilitar la precipitacién de las nanoparticulas
obtenidas. El precipitado se volvid a resuspender en agua destilada y se almaceno para su
posterior caracterizacién espectroscopica. Se probé la fluorescencia de las nanoparticulas
obtenidas tras iluminar bajo iluminacién ultravioleta la suspensién concentrada de nano-
particulas obtenidas (Fig. 7.1 A). Debido a la alta concentraciéon de nanoparticulas, solo
se observo fluorescencia de la capa superficial de liquido en contacto directo con la luz
incidente de la ldmpara. Esta muestra de nanoparticulas se denominard a continuacion

como nano-CB ya que proviene de una muestra comercial de carbon black.

Por otro lado, se sintetizaron quantum dots de grafeno (GQD) siguiendo el protocolo des-
cripto en el trabajo de Wu y cols.[38] basado en la pirdlisis de acido L-glutamico. Resumi-
damente, se afiadieron 2,0 g de 4cido L-glutamico en un vaso de precipitados apropiado y
se calent6 directamente sobre una manta calefactora a ~ 210 °C. Durante este proceso, el
acido L-glutamico sdlido se fundié y el liquido resultante, inicialmente incoloro, se tornd
marrén luego de unos 45 segundos; lo que resulté un indicador de la formacién de GQD.
Luego se afiadieron 15 ml de agua a la solucién aun caliente, seguido de agitacion durante

10 min. Cuando la solucion se enfrié a temperatura ambiente, se centrifugd a 22.000 RPM
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durante 30 min. Finalmente se recogi6 el sobrenadante y se almacen6 para su posterior ca-
racterizacion. De forma analoga a lo realizado con las nano-CB, se ensayé rapidamente su
fluorescencia tras iluminar con luz ultravioleta la suspensién de nanoparticulas obtenidas

tras la sintesis (Fig. 7.1 B), observandose una intensa fluorescencia verde.

- L Y |
A Suspension concentrada de nano-CB obtenida tras su B Suspension concentrada de GQD obtenida tras su sin-
sintesis bajo iluminacién de luz UV. tesis bajo iluminacién de luz UV.

FIGURA 7.1: Iméagenes de las suspensiones resultantes tras las sintesis de las nanoparticu-
las bajo iluminacién de una ldmpara negra (luz UV-A).

7.2.3. Caracterizacion de nanoparticulas

Ambos sistemas nanoparticulados se caracterizaron de igual manera. Se registraron los
espectros UV/vis utilizando un espectofotémetro de doble haz (UV-3600 Plus, Shimadzu,
Tokio, Japén). Se midieron sus correspondientes espectros de excitacién y emisién a tem-
peratura ambiente en un amplio rango de longitudes de onda de modo de obtener sus ma-
trices de emisién correspondientes. Para ello se utilizé un espectrofluorémetro de estado
estacionario (QuantaMaster, PTI-Photon Technology International-Brunswick, EEUU) a un
angulo de 90°. Con este mismo espectrofluorémetro, se midieron los rendimientos cudnti-
cos de las nanoparticulas usando como referencia Rodamina 101 en etanol, por triplicado
(3 muestras con concentracion diferente) a varias longitudes de onda. Los decaimientos
y los tiempos de vida de fluorescencia fueron registrados utilizando un espectrémetro de
tiempos de vida (PTI TimeMaster), utilizando como fuente de luz pulsada una lampara de
arco de hidrégeno a presidon media. Para determinar las propiedades estructurales de las
nanoparticulas sintetizadas se utiliz6 un espectrofotometro FTIR Nicolet 8700, con una
resoluciéon de 4 em ™! utilizando un accesorio ATR. Se observé la morfologia de las nano-
particulas bajo un microscopio electrénico de barrido Zeiss SUPRA 40 (SEM) tras colocar

gotas de las muestras sobre piezas de silice con cinta adhesiva de doble faz.
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7.2.4. Aplicacion de nanoparticulas

Se aplicaron utilizando un rociador dispersiones de nano-CB y GQD en agua destilada
con una absorbancia en el maximo de ~ 0,2. Las concentraciones resultantes fueron si-
milares, de 1,15 g/L (~ 9 x 10'® NP/mL para GQD y 2,3 g/L (~ 2 x 10! NP/mL) para
nano-CB. En la Subseccion 7.3.1 se discuten las propiedades épticas de las mismas. La
aplicacion se realizd en 4 plantas para cada muestra, inicamente sobre las hojas y se rocié
un volumen de 25 mL de cada suspension en cada aplicacién. Para las muestras control se
rocié agua destilada de la misma manera que se hizo con las muestras de nanoparticulas.
Este procedimiento se repitié 4 veces en 4 semanas y luego se registraron los espectros
de fluorescencia de clorofila rdpida y la cinética de Kautsky que no requirieron del corte
de una hoja (se miden in vivo). Posteriormente, se midid la fluorescencia estacionaria y
reflectancia de hojas cortadas, y por ultimo se realizo la extraccion de pigmentos, ya que

se requiere del corte de un niimero importante de hojas.

7.2.5. Contenido de pigmentos

Se cortaron hojas de cada planta, se lavaron con agua destilada y se eliminaron los nervios
centrales y peciolos. Para cada grupo de muestras se cortaron dos grupos de hojas, por lo
que la determinacion se realizdé por duplicado. Las clorofilas y los carotenoides totales
(xantofilas y carotenos) se extrajeron con acetona al 80 % utilizando un mortero y luego
se centrifugaron durante 3 a 5 minutos a 3000 RPM hasta que el extracto fue comple-
tamente transliucido. Se ensay6 inmediatamente una dilucién adecuada de los extractos
resultantes mediante espectrofotometria UV/vis (UV-3600 Plus, Shimadzu, Tokio, Japén).
Se utilizaron los coeficientes de absorcién especificos de clorofila a (Chl a), clorofila b
(Chl b) y carotenoides totales (Cars) informados en Seccion 3.3, reportados previamente
por Lichtenthaler y Buschmann [45]. Se determinaron las relaciones en peso de los pig-
mentos, Chl a/b y Chls/Cars. El contenido de pigmentos se informan en base al drea foliar

Como ug - em ™2,

7.2.6. Indices espectrales

Para complementar los resultados y el andlisis del contenido de pigmentos de las distintas

muestras y controles, y habiendo registrado los espectros de reflectancia de las hojas para
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la correccion por reabsorcién de los espectros de fluorescencia estacionaria, se calcularon
distintos indices espectrales. A partir de las ecuaciones descriptas en la ?? se calcularon
los indices NDVI, mNDVI, PRI, PSND, y PSN D, los cuales estiman el contenido de clo-

rofilas, carotenoides, clorofila a y b, respectivamente.

Los espectros de reflectancia difusa se determinaron para una capa dpticamente gruesa
compuesta por varias hojas (4 - 5 hojas) de modo que la transmitancia sea ~ 0 en toda
la region del visible. Para ello se us6é un espectrofotémetro (3101PC, Shimadzu, Tokio,
Japon) equipado con una esfera integradora, para lo cual se utilizé sulfato de bario para

ajustar el 100 % de reflectancia.

7.2.7. Curva de induccidn de fluorescencia de clorofila rapida (OJIP)

Las curvas de induccion de fluorescencia de clorofila (OJIP) se registraron con un Plant Ef-
ficiency Analyser (Handy-PEA, Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido). La curva OJIP se
indujo sobres hojas previamente adaptadas a la oscuridad utilizando el clip provisto por el
equipo. El protocolo consiste en registrar la fluorescencia durante 1 segundo mientras se
ilumina con un pulso de luz saturante de 3000 pmol de fotones - m~2?s~!. Se registraron

las curvas OJIP para un promedio de 4 a 5 hojas por planta, para cada muestra y control,

sumando un total de ~ 20-30 mediciones para cada muestra.

Luego se calcularon diferentes parametros de forma similar a lo indicado en capitulos
anteriores. Detalles de los célculos y definiciones de cada uno de los parametros se en-

cuentran debidamente descriptos en la Seccién 3.9 y en el Apéndice A.

7.2.8. Fluorescencia variable (cinética de Kautsky)

Se registrd la fluorescencia de clorofila variable usando un fluorémetro de clorofila de

pulso modulado (FMS1, Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido), en hojas que habian

sido previamente adaptadas a la oscuridad durante 15 min. El haz de excitaciéon modulada

indujo una sefial de fluorescencia modulada en condiciones en las que se excluyé la luz

ambiental al utilizar el clip provisto por el equipo. El pulso saturante (luz halégena) tuvo
—2

una duracién de 0,75 s con una intensidad de 2700 pmol de fotones - m~2s~!. La luz

actinica fue proporcionada por una fuente de luz halégena y se utilizaron intensidades de
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12, 185 y 627 pmol de fotones - m~2s 1.

El protocolo experimental corresponde al protocolo descripto en la Fig. 3.8 en el Capitu-
lo 3, el cual consta de tres etapas de iluminacién actinica de creciente intensidad. Cada
etapa de iluminacion tuvo una duracién acorde a la necesaria para alcanzar el estado es-
tacionario correspondiente. Este protocolo se repitié en 5 hojas diferentes de cada planta
para cada muestra y la duracion total del mismo fue de ~ 65 minutos. Los diferentes
tiempos necesarios para la estabilizacion de las luces actinicas fueron previamente optimi-
zados y depende de la proporcion de centros de reaccion fotosintéticamente activos a una
dada iluminacién actinica. Con este protocolo ademads se registraron las curvas PSMT, que
corresponden al decaimiento de la fluorescencia en los primeros minutos tras encender la

luz actinica.

7.2.9. Fluorescencia estacionaria de hojas

El registro de la fluorescencia estacionaria se realizd sobre la cara adaxial de las hojas
utilizando un espectrofluorémetro de estado estacionario en geometria frontal (Quanta-
Master, PTI-Photon Technology International-Brunswick, EE.UU.) a temperatura ambien-
te. Las hojas fueron previamente cortadas, y adaptadas a la oscuridad por 20 minutos. De
forma similar a lo reportado en los capitulos anteriores, se registraron los espectros de
fluorescencia de una é mas capas de hojas superpuestas o dobladas sobre si mismas de
forma que la transmitancia fuera igual a cero. La longitud de onda de excitacion se fijo en
460 nm donde se observé un méaximo de emisidén. Dichos espectros se registraron entre
600 y 800 nm y se corrigieron mediante la respuesta del detector a cada longitud de onda.
Se utiliz6é una ranura de excitacion pequeiia de 0,50 mm que corresponde a un intervalo
de 2 nm, evitando asi la induccién de la cinética de Kautsky. Este procedimiento se realizd

para 5 6 6 hojas por planta y muestra.

Para eliminar la distorsién de la reabsorcion de fluorescencia, los espectros de fluorescen-
cia de las hojas intactas se corrigieron mediante una funcién de correccién en base a me-
didas de reflectancia difusa de una capa de hojas de acuerdo al modelo usado por Ramos y
Lagorio [46]. Los espectros de reflectancia difusa de una capa 6pticamente gruesa de hojas
se registraron usando un espectrofotémetro (3101PC, Shimadzu, Tokio, Japén) equipado

con una esfera integradora. Se utilizé sulfato de bario para un ajuste de reflectancia del
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100%. A partir de estos datos, la funcién de remisién, una cantidad proporcional a la
concentracién de cromoforo, se utilizo para obtener el espectro de emision corregido de
los cloroplastos [46, 47]. En la Seccion 3.6 se describieron en mayor detalle el modelo y

las ecuaciones correspondientes para la correccion por reabsorcién de luz en hojas.

7.2.10. Aislamiento de cloroplastos y estudio de transferencia de energia

Con el objetivo de determinar posibles transferencias de energia o carga, en mezclas de
nanoparticulas y cloroplastos, se llevd a cabo un experimento basado en el protocolo pre-
sentado por Chandra y cols.[10], con algunas modificaciones, tal como se indica a conti-

nuacion.

Aislamiento de cloroplastos

Para el aislamiento de cloroplastos se prepard previamente un buffer TRIS-HCl 50 mM
(pH = 7,5), sacarosa 0,5 M, KCI 20 mM, MgCl,; 5 mM, MnCl; 1 mM. Se cortaron hojas de
achicoria, se lavaron y se retiraron los nervios y peciolos. Se cortaron, usando una tijera,
pequeiios trozos de las hojas y se colocaron sobre un mortero previamente refrigerado.
Luego, se agregaron 2 - 3 ml de buffer frio y se mortered por unos minutos hasta que no se
observaron trozos de hoja remanente. Se agregaron otros 2 - 3 ml de buffer y se trasvasé
el contenido del mortero a un embudo recubierto con 4 capas de gasa. Posteriormente se
estrujo la gasa de forma tal que todo el liquido se escurriese hacia un vaso de precipitados
frio y recubierto con papel aluminio. Una vez obtenido el extracto se refrigerd en el conge-
lador de una heladera o bafio de hielo, tapado y recubierto con papel de aluminio. Luego
se centrifugd por 5 minutos a 3000 RPM de forma de eliminar trozos de material vegetal
de gran tamafo. El sobrenadante se refrigeré nuevamente por unos minutos y se volvid
a centrifugar por 5 minutos a 3800 RPM. El precipitado se resuspendié en buffer frio y se
guardd en un bafio de hielo protegido de la luz ambiente, hasta su utilizacién (hasta 8 hs

desde su extraccion).

Para determinar la concentracion de cloroplastos, se tom6 una alicuota de 100 uL del
extracto de cloroplastos y se diluyé en 3 ml de acetona 80 %. La suspension resultante
se centrifugd 5 minutos a 2000 RPM de modo de precipitar restos insolubles. Se regis-

tré el espectro de absorbancia entre 400 y 800 nm del sobrenadante y se determind la
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concentracién de clorofilas de acuerdo a las absortividades especificas en acetona 80 %
reportadas por Lichtenthaler y Buschmann [45]. Esta determinacion se realizé por dupli-
cado. La concentracién de clorofila en los extractos de cloroplastos fue de ~ 140 - 200

pg clorofila/ml en los diferentes dias de extraccién.

Experimento de transferencia de energia

El estudio de transferencia de energia se realizé agregando voliumenes de 50, 100, 150,
200, 300 y 500 i de un concentrado de nanoparticulas (GQD 6 nano-CB) en agua Milli-
Q en una suspension de cloroplastos conteniendo 200 j.g/ml de extracto de cloroplastos y
3 mL de buffer. La composicidon de las muestras conteniendo nanoparticulas y cloroplastos

se detalla en la Tabla 7.1.

TABLA 7.1: Composicion de las mezclas de cloroplastos y nanoparticulas para el estudio
de transferencia de carga. El factor de dilucion se utilizard posteriormente para corregir la
intensidad de los espectros.

Exp Cloroplastos NP Vol. Factor
Vol. Conc Vol [nano-CB] [GQD] Final
(L)  (ug/mL) | (uL)  (mg/mL) (mg/mlL) (nL)
0 50 3.3 0 0 0 3050 1.000
1 50 3.2 50 1.9 x 1079 8.5x 1076 3100 1.016
2 50 3.2 100 3.7x107° 1.7 x 1073 3150 1.033
3 50 3.1 150 5.5 x 107° 2.5 x 1079 3200 1.049
4 50 3.1 200 72x107°  32x107° | 3250  1.066
5 50 3.0 300 1.0x107*  47x1075 | 3350  1.098
6 50 2.8 500 1.6 x 1074 7.4 x107° 3550 1.164

Como puede observarse en Tabla 7.1, el volumen final de la mezcla cambia con los agrega-
dos por lo que sera necesario posteriormente corregir los espectros de emisién obtenidos.
El experimento fue llevado a cabo de esta manera debido a que la suspensién concentra-
da de cloroplastos suele ser viscosa y se dificulta tomar pequefios volumenes de muestra
de forma suficientemente reproducible, como se requieren en estas medidas espectros-

copicas. No es recomendable diluir el extracto original de cloroplastos ya que al ser los
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cloroplastos intrinsecamente microparticulas que decantan con facilidad, se genera un
gradiente de concentracion que requeriria agitacion y facilitaria la ruptura de la membra-
na de los cloroplastos. Ademads, un gran volumen necesitaria una gran cantidad de hielo
para mantenerlos en buen estado y dificultaria la buena termostatizacion de la suspensién.
En general, el extracto de cloroplastos primario se mantiene concentrado, en bafio de hie-
lo y en oscuridad, y solo se diluye en el buffer correspondiente cuando se realiza el ensayo
deseado. De esta forma, un experimento sencillo desde el punto de vista experimental,
es adicionar un volumen creciente de nanoparticulas sobre un determinado volumen de

cloroplastos.

Por otro lado, se realizaron controles de nanoparticula y cloroplastos. El esquema de vo-
limenes y muestras fue el mismo que el informado en la Tabla 7.1 pero para el control de
cloroplastos en lugar de emplear una suspensién de nanoparticulas en agua se utilizaron
volumenes de agua Milli-Q, y para el control de nanoparticulas en lugar de la dispersién

de nanoparticulas en buffer, se tomé el mismo volumen de buffer puro.

Sobre cada muestra se registraron los espectros de absorcién utilizando un espectofo-
témetro de doble haz (UV-3600 Plus, Shimadzu, Tokio, Japdén) y los espectros de emi-
sion utilizando un espectrofluorémetro de estado estacionario (QuantaMaster, PTI-Photon

Technology International-Brunswick, EEUU) a temperatura ambiente.

Correccion de espectros de fluorescencia por efecto de filtro interno

Como la concentracién de los crémoforos era demasiado alta para asumir una relacion li-
neal entre la intensidad de fluorescencia y la concentracién de croméforo, debido a efectos
de filtro interno primario y secundario, fue necesario corregir los espectros de fluorescen-
cia obtenidos. Esta bien establecido que la intensidad de fluorescencia registrada es pro-
porcional a la absorbancia hasta 0,05 de la misma. Es posible corregir aproximadamente
la intensidad de fluorescencia por efectos de filtro interno utilizando la Ec. 3.13 presen-
tada en el Capitulo 3. En esta ecuacion se consideran la absorbancia a las longitudes de
0—0,504

onda de excitacion y emisidn, las cuales atenuan la excitacién y la emision en 1 ery

1070:504em - respectivamente [48]. De esta manera, los espectros de fluorescencia experi-

mentales de cloroplastos y nanoparticulas, se corrigieron tanto por efectos de filtro interno
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como por el factor de dilucion.

Quenching de fluorescencia - Stern-Volmer

En el caso particular de un quenching estatico dominante debido a la formacién de comple-
jos en el estado fundamental, el modelo clasico de Stern-Volmer establece que el tiempo
de vida es independiente de la concentracién del quencher ([Q]) y permanece sin cambios
T = 79 con la adiciéon de Q . Ademas, la relacion de quenching debe aumentar lineal-
mente con la concentracion del mismo como se describe en la ecuacion de Stern-Volmer

siguiente:

% =14 Ko - [Q] 7.1)

donde K, usualmente denominada Kgy es la constante de Stern-Volmer para la forma-
cién de complejos. De acuerdo con la Ec. 7.1, un diagrama de Iy/I en funcién de [Q)], el
llamado diagrama de Stern-Volmer, deberia dar una linea recta con una pendiente igual
a Kgy. La ecuacién de Stern-Volmer se puede derivar considerando las intensidades de

fluorescencia observadas en ausencia y presencia del quencher.

Distintas desviaciones, positivas y negativas, a dicha linealidad entre I,// y [Q] pueden
interpretarse de distinta manera. En el caso de que la relacién [,/ en funcién [Q] mues-
tra una curvatura hacia abajo, mas especificamente alcance un valor de saturaciéon y el
cociente I/I permanezca constante a partir de ese punto, suele atribuirse a que parte de
la concentracion del fluoréforo no es accesible al quencher y frecuentemente se observa en
proteinas [48]. Tal es asi, que se utiliza el quenching de los residuos de triptéfano en las
proteinas para distinguir los residuos accesibles e inaccesibles al solvente. En este caso, se
plantea la existencia de dos poblaciones de fluordforos, una de las cuales es accesible (a)
y la otra es inaccesible (b) a los quenchers. La fluorescencia total en ausencia de extintor
(Fp) viene dada por la suma de la fluorescencia en ausencia de quencher en ambos sitios
(a y b). En presencia de un quencher, la intensidad de la fraccién accesible (f,) disminuye

de acuerdo con la ecuacion de Stern-Volmer, mientras que la fraccion oculta o inaccesible
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no se apaga. Por lo tanto, la intensidad observada viene dada por:

FOa

F= 1+Ka[Q]

+ Fop (7.2)

donde K, es la constante de extincién de Stern-Volmer de la fraccién accesible, y [Q)] es
la concentracion del quencher. Luego, reordenando la ecuacién es posible obtener nueva-

mente una relacion lineal:

o o Ka : [Q]
AF_FO_F_FO‘Z.(l—l—Ka-[Q]) (7.3)
F, 1 1
e N 7.4
AF fa+fa'Ka'[Q] ( )
_ Foa
fa= Foo + Fop (7:5)

donde f, es la fraccion de la fluorescencia inicial que es accesible al quencher. Esta forma
modificada de la ecuacién de Stern-Volmer permite determinar graficamente f, y K,, de
a ordenada y la pendiente, respectivamente. El valor Fy/(Fy — F') representa el reciproco
de la fluorescencia que fue desactivada. A una alta concentracidon de quencher, solo los

residuos inaccesibles seran fluorescentes.

7.3. Resultados

7.3.1. Caracterizacion de nanoparticulas
Analisis morfoldgico

Se lograron sintetizar nanoparticulas a base de carbono tanto por vias top-down como
bottom-up. Los quantum dots de grafeno (GQD) fueron sintetizadas mediante la pirdlisis
de 4cido glutdmico, obteniéndose asi nanoparticulas de 6 + 1 nm de didmetro segun las
imagenes de microscopia electronica obtenidas (Fig. 7.2 A). En dichas imagenes si bien
se observa una variedad de tamafios en las particulas, el rango de tamafio es estrecho
ya que la mayor parte de las particulas tienen entre 4 y 8 nm como puede distinguirse
en la Fig. 7.2 C, encontrdndose muy pocas particulas de mds de 10 nm de didmetro. El
didmetro medio fue de 5,5 + 1,5 nm. De forma similar, se muestra en la Fig. 7.2B una
micrografia SEM de las nanoparticulas sintetizadas a partir de carbon black (nano-CB).

Las nanoparticulas de geometria esférica tienen un didmetro medio de 12 + 4 nm. En la
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Fig. 7.2 D se distingue una distribuciéon de tamafios amplia, que cubre el rango de 9 a 16
nm. Dada la morfologia de estas particulas, es posible clasificar las nanoparticulas de la

muestra nano-CB como carbon dots de carbono [27].

B Microscopia electrénica de barrido de carbon dots de
carbono (nano-CB).

50 nm

A Microscopia electrénica de transmisién de quantum
dots de grafeno (GQD).

0.25

°
N
o

Densidad

=]
=
o

0.05

w
o

N
o

Cuentas

Densidad
o o o o
[=] o = -
o o o N

o
o
&

3 s T
. \

[\

—~

L 40

w
o

N
o
Cuentas

r10

=

S
o
o
N

0.00

o

T T T y T 0.00 T y T T T v 0
4 6 8 10 12 6 8 10 12 14 16 18 20

Didmetro (nm) Didmetro (nm)

C Distribucién de tamafios de particula para GQD. D Distribucién de tamarios de particula para nano-CB.

FIGURA 7.2: Microscopia electrénica de nanoparticulas de carbono (GQD y nano-CB)
sintetizadas.

Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Del andlisis de la espectroscopia infrarroja en base a la Fig. 7.3 se pueden distinguir sefiales
caracteristicas de la nanoparticula y el precursor de acido glutamico, que no se observan
en la sefial de base del soporte utilizado. Particularmente interesa identificar sefiales co-
rrespondientes a grupos funcionales amida y uniones C=C, los cuales no estan presentes

en el acido glutdmico pero deberian observarse en la nanoparticula.

Las bandas ubicadas a 1230 y 825 ¢m~! corresponden a estiramientos de grupos -O-C-O-

6 C-O-C, mientras que los ubicados en =~ 1400 y 1100 ¢m ™! corresponden a estiramien-
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tos de C-O de grupos -COOH carboxilicos [49, 50]. Alrededor de 1650 cm ™! se registr6
una banda ancha y muy intensa que se encuentra desdoblada. En esta zona del espectro
se presentan estiramientos C=0 de amidas primarias (-CO-NH-) y estiramientos C=C de
dobles enlaces conjugados [38, 50]. Dadas las caracteristicas de la banda, es posible que

estén presentes ambas seflales superpuestas.

En la regién de 4000 - 3000 cm~! se suelen observar sefiales O-H, N-H y C-H. Particu-
larmente en compuestos derivados del grafito se observan estiramientos =C-H de CH con
geometria sp? de anillos aromdticos en 3100 -3000 cm~! y estiramientos C-H de grupos
CH> y CHs3 en 2960 - 2850 cm ™! [29, 49, 50]. En el espectro de la Fig. 7.3 se presentan
multiples bandas poco intensas pero muy anchas en esa zona del espectro. Como todos
los grupos funcionales antes mencionados pueden estar presentes en la muestra, la banda
presente ~ 2900 c¢m ! puede corresponder a estiramientos =C-H arométicos o bien a C-H
metilicos. Por tltimo, a diferencia de las sefiales anteriores, el pico observado a 3300 cm ™!
es intenso y profundo, por lo que podria corresponder a un estiramiento N-H 6 COOH con
H unido por puente de hidrégeno [50, 51]. De esta manera, se pudieron identificar grupos
funcionales especificos de los quantum dots de grafeno como los grupos amida, carboxilo

y dobles enlaces carbono-carbono.
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FIGURA 7.3: Espectroscopia infrarroja de nanoparticulas GQD y nano-CB sobre un soporte
polimérico. Se marcan ciertas dreas donde se ven sefiales especificas.

En la Fig. 7.3 también se presenta el espectro infrarrojo de los nano-CB el cual difiere sen-
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siblemente del espectro de GQD. Los estiramientos observados a 615 (intenso), 690, 835y
910 cm~! se corresponden a sefiales de un nticleo aromético. La fuerte banda observada a
~ 1100 cm~! corresponde a estiramientos de grupos epéxido C-O-C 6 C-OH de carboxilos
[49-51]. Esta banda se encuentra desdoblada en tres, y evidencian la presencia de multi-
ples uniones C-O presentes en la muestra. La banda presente entre 1330 y 1400 cm ™! es
una banda profunda, ancha y asimétrica, y puede atribuirse a estiramientos C-O-H y O-H
en el plano [50, 52]. La banda a 1600 cm ™! corresponde a estiramientos C-C de grupos
aromaticos 6 aromaticos policiclicos [29, 38, 49, 50]. Por tltimo, se observé una banda

ancha alrededor de 3400 ¢m ! caracteristica de estiramientos O-H.

A partir de los espectros infrarrojos se pudieron identificar los grupos funcionales presen-
tes en ambas nanoparticulas. Mientras que en la muestra de GQD se observaron sefiales
de los grupos amida, acido carboxilico y uniones carbono-carbono, en la muestra de los
nano-CB se identificaron sefiales de grupos aromaticos, grupos con uniones C-O variadas
y alcoholes. La presencia de grupos que contienen oxigeno y nitrégeno evidencian la alta

solubilidad en agua y la estabilidad de ambas nanoparticulas en agua.

Propiedades dpticas

Los espectros de absorcién UV/vis de nanoparticulas GQD dispersas en agua se muestran
en la Fig. 7.4 A junto con los espectros de excitacién y emision correspondientes. El es-
pectro de absorcion de GQD muestra una banda de absorcidn tipica en alrededor de 250
nm que puede atribuirse a la transicién 7 — 7* de enlaces C=0 6 C=C sp? y una banda
bien definida centrada en 318 nm que se extiende hacia el rango visible, asociada a la

transiciéon n — 7* de los grupos C=0 [27, 49].

Respecto a la fluorescencia, podemos observar en las Fig. 7.4 A, Fig. 7.4 C y Fig. 7.4 B que
la longitud de onda donde se observé la maxima emisién es aproximadamente 330 nm y
el maximo de emision presentd un comportamiento longitud de onda dependiente, tipico
para puntos cudnticos de carbono [27, 53]. Los picos de emisién de las nanoparticulas de
carbono, generalizadas bajo el nombre CD, suelen ser amplios, con grandes corrimientos
de Stokes en comparacion con la emision de colorantes organicos. La posicion del pico

de emisién siempre suele estar relacionada con la longitud de onda de excitacién, lo que
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FIGURA 7.4: Caracterizacion espectroscopica de las nanoparticulas GQD.

se conoce como comportamiento dependiente de la longitud de onda. Diferentes autores
han sugerido que dicho comportamiento resulta de la amplia distribucién de particulas
de diferentes tamafios y la quimica de la superficie, diferentes trampas emisivas (efecto
de solvatacién) u otro mecanismo desconocido [27]. De esta manera, como se distingue
en las Fig. 7.4 C y Fig. 7.4 B, bajo excitacién de luz de 250 nm, el maximo de emision se
presenta a 425 nm y se corre a 450 nm bajo excitacién de luz de 430 nm. A diferencia de
otras nanoparticulas de carbono donde este corrimiento puede alcanzar los 100 nm [27],
para las GQD aqui sintetizadas es de =~ 25 nm como maximo. Yang y sus colaboradores
mencionaron que los CD que exhiben luminiscencia independiente de la longitud de onda
de excitacidn, la fluorescencia es debida a estados superficiales en lugar de atribuirse a un
efecto de tamaiio el cual se refleja en emision dependiente de la longitud de onda de exci-
tacion [54]. Dada la pequefia variacién en los espectros de emisién con la excitacion, los
estados superficiales deberian ser bastante uniformes. Sin embargo, este tipo de nanopar-

ticulas de carbono suelen presentar rendimientos cudnticos de fluorescencia relativamente
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bajos [53, 55, 56]

Por otro lado, en sintonia con las dos bandas observadas en los espectros de absorcion, los
espectros de excitacion también presentan dos bandas, una ubicada a 279 nm y otra a 360
nm, siendo la Gltima mas intensa. Algunos pocos autores han reportado simultineamente
los espectros de absorcion, excitacién y emision de GQD, en los cuales se distingue una
separacion evidente entre los espectros [30, 57, 58]. Las dos transiciones electrénicas de
279 nm (4,44 eV) y 360 nm (3,44 €V) observadas en los espectros de excitacion pueden
considerarse como una transicién desde orbitales o y 7 (HOMO) al orbital molecular de-
socupado mads bajo (LUMO). De acuerdo a Che y cols.[58] se propone que la bandas de
excitacion en la region de 250-320 nm, aqui observada a 279 nm, se asignen a la tran-
sicién m — 7* (HOMO — LUMO) de los enlaces C=C sp?, mientras que las bandas de
excitaciéon en la regiones de 320-420 nm y 420-500 nm se atribuyen a transiciones de los
estados 7 a los estados defectuosos relacionados con atomos de oxigeno y nitrégeno en la
superficie de los GQD [59]. En este caso, dada la ubicacion de la banda, la composiciéon
estructural observada por espectroscopia infrarroja y el precursor dcido glutdmico, es mas
probable de que se trate de estados asociados al nitrégeno de grupos NH— 6 N Hy—. De
esta manera tras la absorcidn, los electrones en los 7* se relajan de de manera no radiativa
al estado de defecto relacionado con N para producir una tnica banda de emisién a 425 -
450 nm. Por otro lado, altas temperaturas de sintesis como la aqui utilizada para los GQD,
convierten el estado N activado en uno inerte, desde el cual los electrones se desactivan
no radiativamente, lo que justifica los bajos rendimientos cudnticos asociados a nanopar-

ticulas de carbono con alto contenido de nitrégeno [30, 58].

De acuerdo a la posicién de los mdximos de excitacion y emision, y comparando con multi-
ples referencias bibliograficas, las caracteristicas espectroscépicas observadas sugieren un
tamafio de particula de 3 - 6 nm, el cual esta en sintonia con lo obtenido por microscopia

electrénica [49, 53].

De forma andloga a lo realizado para los quantum dots de grafeno, se presentan en la
Fig. 7.5 A los espectros de absorcién UV/vis, excitacion y emision de una solucién diluida

de nanoparticulas obtenidas a partir de la degradacién en medio 4cido oxidante de mi-
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croparticulas de negro de humo (nano-CB). Respecto a la absorciéon UV/vis, no se observd
un pico de absorcién claro como para GQD, sino que se observé un borde de absorcion
largo. Dadas estas caracteristicas se deconvolucioné dicho espectro en tres bandas, con
maximos estimados en ~ 221, 278 y 342 nm. Nuevamente, los espectros de fluorescencia
son amplios y dependen de la longitud de onda de excitacién (Fig. 7.5 C). En la Fig. 7.5B
se representa la matriz de emision de las nanoparticulas donde se observa un corrimiento
de la emision conforme aumenta la longitud de onda de excitacion de unos 75 nm, mayor
al observado para GQD. El espectro de excitacion posee dos bandas, una centrada en 310
nm y otra a 370 nm, mientras que la emisién cubre el rango entre 400 nm y 520 nm.
Peng y cols.[30], que fue la referencia para la sintesis de nano-CB, también observaron un
desdoblamiento en los espectros de excitacién. Ademads, dicho desdoblamiento fue mas

evidente que el observado en el espectro de excitacién de GQD.

300

400 500 600
Wavelength (nm)

300

400 500 600

Aemision (NM)

700

800

1.0 x
— /\  —— Absorbance nano-CB 650
L: / \\ —— Excitation nano-CB (em: 440nm)
=) | j | —=— Fluorescence CB (exc: 360nm) 600 8 =
— 0.8 \ ©
2 ' 550 el
(%]
$ 0.6 £ 500 6 ©
£ S =
£ 5 450 . 2
ael kY 3
o 0.4 X 400 @
= ’<‘1’ B
g 350 2 3
c 0.2 N w
[} . 300
=2 S~ 0

0.0 —= = 250

B Matriz de emisidn-excitacion de una muestra diluida de
nano-CB.

A Espectros de absorcion, excitaciéon y emisiéon de nano-
particulas nano-CB.

[oe]

le5

~
L

(o]
L

w
L

N
L

w
L

VDN
/

Fluorescencia (u.a.)
N

n
L

GQD
Excitacion
—— 250 nm
—— 290 nm
330 nm
360 nm
390 nm
410 nm
—— 430 nm

0 T T T
350 400 450 500

550
Longitud de onda (nm)

6

00

650 700

C Espectros de emision de nano-CB a distintas longitudes

de onda de excitacion.

FIGURA 7.5: Caracterizacion espectroscopica de las nanoparticulas nano-CB.

La interpretacién de estas caracteristicas y el mecanismo de luminiscencia es similar al
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sugerido para GQD, a diferencia que en nano-CB los estados no son de N sino de O. Se
propone entonces, que la banda de excitacion a 310 nm (3,99 eV) se asigne a la transicion
7 — 7% (HOMO — LUMO) de los enlaces C=C con geometria sp? del C, mientras que la
banda de excitacién en 370 nm (3,35 €V) se atribuye a la transiciéon de los estados 7 a
los estados defectuosos relacionados con O en la superficies de las particulas [58, 59].
De forma andloga con GQD, los electrones en los 7* pueden decaer no radiativamente al

estado de defecto relacionado con O para producir una emisién azul.

Por otro lado, la emisién dependiente de la longitud de onda de excitacién es mas evidente
en estas particulas en comparacién con GQD. Esto indica que las nano-CB poseen una am-
plia distribucion de particulas de diferentes tamafios o bien poseen defectos superficiales
que impactan directamente en la forma de los espectros de emisién y particularmente en
el rendimiento cuantico [27]. Shamsipur y cols.[60] observaron que a menor tamafo de
particula, mayor fue la dependencia de la emision con la longitud de onda de excitacion, y
menor fue el rendimiento cudntico de fluorescencia de las mismas. Estas caracteristicas se
observan en las nano-CB comparativamente con las GQD, lo que sugiere un menor tamafo
medio de particula y a su vez una mayor dispersién de tamafio de las mismas, en conjunto
con un menor rendimiento cudntico. Por tultimo, de acuerdo a las propiedades épticas de

las nano-CB el tamafio de particula se estima entre 2 y 6 nm [53].

Se cuantificaron los rendimientos cudnticos de fluorescencia utilizando rodamina 101 en
etanol como estandar de referencia. Se obtuvo un ®r de 0.25 4 0.05 para GQD mientras
que para los nano-CB fue de 0.04 + 0.01. Los valores obtenidos para GQD son similares a
los reportados en bibliografia para quantum dots de grafeno de composicién, espectrosco-
pia y tamafio similar [49, 61-63]. Sin embargo, el rendimiento cudntico para las nano-CB
es menor al esperado para carbon dots. Una de las referencias utilizadas para la sintesis
de nano-CB, Ye y cols.[44], también sintetizaron nanoparticulas de carbono a partir de un
precursor de carbono oxidado como carbén y coque, y obtuvieron nanoparticulas de bajo
rendimiento cudntico con espectros de absorcién de bandas poco definidas como las aqui
observadas. De forma analoga, otros autores que sintetizaron nanoparticulas de carbono
a partir de hollin de vela o similares, obtuvieron particulas muy pequefias de 2 - 6 nm,

de bajo rendimiento cudntico de fluorescencia en el rango de 0.008 - 0.12 [28, 34, 53].
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Por lo tanto, el bajo rendimiento cuantico obtenido para las nano-CB se encuentra dentro
del rango esperado para nanoparticulas de carbono sintetizadas a partir de compuestos de

carbono provenientes de combustiéon de materia orgdnica.

Por ultimo, se registraron los decaimientos de fluorescencia a temperatura ambiente para
ambas nanoparticulas y se obtuvieron los tiempos de vida correspondientes. En la Fig. 7.6
se presentan las curvas y los ajustes correspondientes. Se ajustaron los datos experimen-
tales mediante un decaimiento monoexponencial y biexponencial. Sin embargo, no se
obtuvieron mejores ajustes bajo un modelo biexponencial por lo que solo se presentan los
resultados correspondientes al modelo mas simple. Los tiempos de vida obtenidos bajo ex-
citacion de 460 nm, para las nanoparticulas GQD fue de 8.3 + 0.3 ns, y para nano-CB fue
de 7.2 + 0.2 ns. Los valores anteriores corresponden a un promedio de cuatro duplicados.
Ambos valores se encuentran dentro del rango esperado para puntos cuanticos de carbono

de tamafio similar [53].
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FIGURA 7.6: Decaimientos de fluorescencia de suspensiones de nanoparticulas de carbono
a temperatura ambiente. Se superponen a los puntos experimentales las curvas obtenidas
tras un ajuste mono-exponencial. En la parte inferior se presenta la distribucién de resi-
duos para cada ajuste.

7.3.2. Contenido de pigmentos e indices espectrales

Se calcularon a partir de medidas de reflectancia difusa diversos indices espectrales que

poseen una correlacién con diferentes pigmentos fotosintéticos. Dichos valores presenta-
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dos en Tabla 7.2 se utilizan como complemento del contenido de pigmentos obtenidos por

extraccion directa presentados en la Tabla 7.3.

El indice NDVI guarda una relacién empirica con la cobertura vegetal y es linealmente
dependiente del contenido de clorofilas [64]. En este caso dicho parametro disminuye no
significativamente para las hojas tratadas con ambos tipos de nanoparticulas respecto del
control. El indice NDVI modificado también disminuye significativamente en las muestras.
Ambos pardmetros indican que la cantidad de clorofilas en las hojas tratadas con nano-
particulas disminuy6 respecto al control. Como este parametro se lo ha correlacionado
también a la produccién primaria neta y a la tasa fotosintética, es posible inferir indirec-
tamente que las hojas tratadas con nanoparticulas tendran menor capacidad fotosintética
que las hojas control. Utilizando otras técnicas, principalmente de fluorescencia de cloro-
fila a, se determina con mejor precisién dicho comportamiento, pero la variacién del NDVI

de estas hojas indican un posible efecto negativo sobre el contenido de pigmentos.

TABLA 7.2: Indices espectrales de hojas control y hojas con nanoparticulas nano-CB y
GQD. Los * representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05.

Indices Control nano-CB GQD
NDVI 0.78 £0.02 0.77 £0.01 0.76 £0.01
PRI 0.027 +£0.003 0.015 +0.006 0.013 +0.008
mNDI 0.58 £0.02 0.53 £0.02* 0.54 £0.03
PSND« 0.81 +0.01* 0.80 +0.01 0.79 £0.01*
PSNDg 0.77 £0.02 0.76 +£0.01 0.75 £0.01

Por otro lado, el indice PRI estima las fluctuaciones a corto plazo en los niveles relativos
de pigmentos del ciclo de las xantéfilas y, por lo tanto, sirve como una estimacién de la
eficiencia del uso de la luz fotosintética [65]. Se observéd que este indice disminuyd en
las hojas tratadas con nanoparticulas respecto al control. Esto refiere a una disminucién
de los carotenoides del ciclo de las xantdfilas. La reflectancia a 531 nm que contribuye al
PRI esta relacionada con la desepoxidacion de xantdfila (aumento de la concentracion de
zeaxantina) inducida por un aumento del ApH transtilacoide [66, 67]. Es bien conocido
que este aumento del ApH transtilacoide es un mecanismo importante del componente

dependiente de energia del quenching no fotoquimico (NPQ) [68]. Ademas, esta variacion
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puede influir fuertemente en el transporte de electrones fotosintéticos en los cloroplastos
[69]. Por lo tanto, como la dindmica de las xantdfilas estd fuertemente relacionada con
el estrés de las plantas al contribuir en la disipacidn térmica del exceso de energia, exis-
te entonces una fuerte conexién entre el PRI y el NPQ (especialmente bajo la accién de
factores estresantes). En el trabajo recientemente publicado de Yudina y colaboradores
[70], los autores mostraron que existe una relacion entre el PRI y el componente de NPQ
dependiente de la energia bajo distintas situaciones de estrés. Muy recientes publicaciones
siguieron reforzando la evidencia entre estas variables como en el trabajo de Kohzuma y

cols.[71], Alonso y cols.[72] y Sukhova y Sukhov[66, 73], entre otros.

En base a lo expuesto, la disminucion del PRI en las plantas tratadas con nanoparticulas
podria asociarse con un ciclo de xantdfilas reducido y por consiguiente con una menor

capacidad de estas plantas de disipar el exceso de energia por esta via.

Luego, los indices PSND, y PSN D, que guardan una relacién con Chl a y Chl b, res-
pectivamente, disminuyeron en hojas tratadas con ambas nanoparticulas; lo que estd en
sintonia con los cambios observados en los indices NDVI y mNDVI. Es importante sefialar
que aunque dichas variaciones son sutiles, los cambios inducidos por los quantum dots
(GQD) son mas significativos que los inducidos por las nanoparticulas sintetizadas a partir

de negro de humo comercial (nano-CB).

El contenido de pigmentos por area foliar obtenido por extraccién directa en acetona
80 % se presenta en la Tabla 7.3. El contenido de Chl ¢ y Chl b disminuye significativa-
mente en hojas tratadas con ambas nanoparticulas de carbono respecto al control, lo cual
esta en concordancia con los cambios observados en los indices espectrales. El contenido
de carotenoides también disminuye significativamente. Cabe destacar que el cambio es
mas significativo que con las clorofilas y se corresponde también con la disminucién en el
indice PRI ya que las xantdfilas son carotenoides. De forma similar, se observa una dismi-
nucién del cociente Chl /by un aumento del cociente Chls/Cars en las hojas tratadas con
nanoparticula respecto al control. Por otro lado, los valores obtenidos son los esperados

de acuerdo a la bibliografia para este tipo de especie vegetal [74, 75].
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TABLA 7.3: Contenido de pigmentos de hojas control y tratadas con nanoparticulas de
carbono. El contenido de pigmentos se expresan por area foliar (11g - cm ™2 por hoja). Los
* representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.05 entre muestras
y control.

Pigmentos Control nano-CB GQD
Chl a 24.3 + 2.6% 19.7 &£ 2.7* 19.0 + 2.2%
Chlb 8.8+ 0.9 7.6 +1.2 7.6 +£0.7
Chla+b 33 4+ 3* 27 + 4 27 £ 2
Carotenoides 5.4 + 0.6* 4.1 + 0.5 4.0 £ 0.5%
Cocientes

Chla/b 2.77 £0.01* 2.6 +0.1 2.47 + 0.06*
Chls/Cars 6.08 + 0.01% 6.6 & 0.2* 6.6 + 0.2*

La variacion en el cociente Chl a/b puede interpretarse como un cambio en la relacién o
poblacién relativa de los fotosistemas. Dicho cociente de Chl a y Chl b es un indicador de
la antena funcional y la adaptacion a la luz del aparato fotosintético [76, 77]. Chl b se
encuentra exclusivamente en la antena, mientras que Chl a estd presente en los centros
de reaccion de ambos fotosistemas (RC-PSI y RC-PSII) y en las antenas (LHC-I y LHC-II).
Mientras que la antena del PSI (LHC-I) tiene una relacién Chl a/b de ~ 3, la relacién de
la antena del PSII (LHC-II) presenta una relacién Chl a/b de 1,1 a 1,3. El nivel de LHC-II
es variable y muestra una respuesta de adaptacion a la luz. Las plantas de sombra poseen
cantidades mucho mds altas de LHC-II que las plantas expuestas al sol y, en consecuencia,
sus proporciones Chl a/b son mds bajas que en las plantas expuestas al sol. Por tanto, una
disminucién en la relacién Chl a/b, puede interpretarse como una ampliacién del sistema

de antenas del PSII [78, 79].

Si bien todos los valores obtenidos en muestras y controles se encuentran dentro del ran-
go de hojas de sombra, Bailey y cols.[80] mostraron que hay una correlacién entre la
intensidad de luz a la que se expone la planta y el cociente Chl a/b obtenido, lo cual se
corresponde bien con lo establecido actualmente respecto a la adaptacién del aparato fo-
tosintético en hojas de sombra y sol. Debido a que los cocientes Chl a/b de las muestras

con nanoparticula son menores al obtenido para el control, se puede deducir que las hojas
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tratadas con las nanoparticulas se adaptaron de forma andloga a lo que lo harian estando
en un ambiente de menor irradiancia. Debido a que experimentalmente las plantas que
fueron tratadas con nanoparticulas y el control compartian la misma irradiancia, es posi-
ble pensar que las nanoparticulas filtraron la luz recibida por los cloroplastos de forma tal
que esta fue menor para los cloroplastos de las hojas tratadas que para las hojas control.
De hecho, el cambio producido en este pardmetro es muy similar para ambas nanopar-
ticulas lo cual tiene sentido si lo anterior es correcto, ya que la absorbancia maxima de
ambas muestras nanoparticuladas eran iguales por lo que es razonable que la fraccion
de luz absorbida por ambas nanoparticulas sea comparable y por ende el efecto sobre la
relacién Chl a/b sea similar. En consecuencia, el sombreado producido por estas nanopar-
ticulas, considerando su espectro de absorbancia (Fig. 7.4 y Fig. 7.5) consistié en reducir
la intensidad de la luz incidente en el UV y el azul, por lo que la irradiancia se enriquecid
en longitudes de onda larga respecto a los de longitud de onda corta, una distribucion

espectral con las mismas caracteristicas que la correspondiente a la sombra.

Por otro lado, hojas completamente desarrolladas y hojas de plantas C3 como la achicoria
aqui estudiada, tienen cocientes Chl a/b entre 2,5 - 3,5, por lo que los valores obtenidos

se corresponden bien con lo esperado [76, 79].

Por ultimo, la relacién en peso de Chl a + b a carotenoides totales (Cars) es un indicador
del verdor de las plantas. La relacién Chls/Cars normalmente se encuentra entre 4,2 y 5
en hojas y plantas expuestas al sol, y entre 5,5 y 7,0 en hojas y plantas expuestas a sombra
[771. Valores més bajos para la relacién Chls/Cars son un indicador de senescencia, estrés
y dafio a la planta y el aparato fotosintético, que se expresa por una descomposicion mas
rapida de clorofilas que de carotenoides. Los valores aqui obtenidos (Tabla 7.3) se encuen-

tran nuevamente en el rango caracteristico de hojas de sombra.

Un aumento de la relaciéon Chls/Cars, se debe principalmente a un menor nivel de carote-
noides del ciclo de las xantdfilas [79, 81]. Globalmente, todas las variaciones aqui obser-
vadas se corresponden con una respuesta de aclimatacién a la sombra. La disminucién en
el cociente Chl a/b es propio de una mayor proporcién de LHC-II respecto a LHC-I y un nu-

mero menor de proteinas del centro de reaccién (RC) sobre una base de clorofilas totales,
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en comparacién con hojas de sol [76, 79, 82, 83]. Lichtenthaler y cols.[84] estudiaron el
efecto de distintos sombreados intermedios, entre ellos media-sombra y sombreado-azul,
en donde las hojas estaban expuestas a muy poca y nada de luz directa, respectivamen-
te. Los cambios observados son intermedios a los que se observa para sombra, es decir,
disminucién de Chl a, Chl b, Cars, Chl a/b y un aumento en Chls/Cars. Esta tendencia
es analoga a la aqui obtenida para las hojas tratadas con nanoparticulas GQD y nano-CB
respecto al control. Esta tltima correlacién contribuye a pensar que los cambios produci-
dos en el contenido de pigmentos del aparato fotosintético guardan gran analogia con un
fenémeno de sombreado parcial, por lo que el efecto evidente de las nanoparticulas seria
el filtrado de la luz incidente. De acuerdo a los resultados de las siguientes determina-
ciones se pone a prueba esta suposicion a fin de establecer una causa consistente con los

fendmenos y variaciones obtenidas.

7.3.3. Fluorescencia Estacionaria

Los espectros de fluorescencia de clorofila a en hojas a temperatura ambiente, se caracteri-
zan por presentar dos bandas, una banda ubicada en el rojo, generalmente conocida como
F,.q centrada alrededor de ~ 680 nm y otra banda situada en el rojo lejano, conocida
como Fyq,_req que se ubica entre los 730 y 735 nm. La contribucién de cada fotosistema a
cada una de estas bandas es diferente, siendo la banda ubicada en el rojo originada por la
emisién del PSII mientras que la banda en el rojo lejano es debida a la emisién de ambos
fotosistemas [85, 86]. Por lo tanto, el cociente Fy..q/Ffqr—req depende de la estequiometria
de los fotosistemas y por ende se lo ha relacionado ampliamente en la literatura con varios
factores de estrés [87-89]. En la Tabla 7.4 se resumen las intensidades de fluorescencia en
el rojo (Fgsonm) de los espectros experimentales y corregidos por reabsorcién de luz, asi
como el cociente entre las bandas en el rojo y rojo lejano (Fy.cq/Ffar—req) tras la correccion

por reabsorcién de luz.

En los espectros experimentales se observa una disminucién significativa en la intensidad
de fluorescencia en las hojas tratadas con nanoparticulas de carbono. La misma tendencia
se observa con los espectros corregidos. Sin embargo, el cociente Fi.cq/Ftqr—req S€ mantie-
ne constante. Dichos cambios en la intensidad de la fluorescencia se visualizan mejor en

la Fig. 7.7 en donde se presenta la intensidad de fluorescencia experimental y corregida
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TABLA 7.4: Valores de fluorescencia estacionaria experimental y corregida a 680 nm, y
cociente Fy.q/Ffqr—req corregido, para hojas tratadas con nanoparticulas de carbono. Los
valores entre los diferentes tratamientos marcados por la misma letra (a - d) no fueron
significativamente diferentes en p <0.05.

Parametros Feoxp(680nm) Feorr(680nm) Fred/Ffar—red(corr)
Control (3.02 + 0.10)-10% a (11.2 £ 0.6)-107 a 2.36 + 0.13
nano-CB (2.00 £ 0.28)-10°b  (7.51 +0.11)-10" b 2.22 + 0.33
GQD (2.48 + 0.23)-10% a (9.21 £ 0.9)-107 a 2.40 + 0.25

de cada una de las muestras.

La disminucién de la fluorescencia, experimental y corregida, en hojas tratadas con ambos
tipos de nanoparticula podria relacionarse con el menor contenido de clorofilas obtenida
para estas muestras. Sin embargo, no hay consenso en la bibliografia al respecto [85].
También hemos observado una disminucion significativa de la fluorescencia de clorofila a
en hojas tratadas con nanoparticulas de oro (Capitulo 5) pero en ese caso fue acompafiado
de una disminucién en el cociente Fy.q/Ftqr—red- En este caso, el cociente no cambia por
lo que no habria un cambio en la poblacién relativa de PSI'y PSII, como si ocurrié con las

NpAu.

El hecho de que el cociente F..q/F}tqar—req S€ mantenga constante implica que no hay
cambios significativos en la poblaciéon de fotosistemas (PSI y PSII), pero si podria haber
cambios en el tamafio de las antenas, manteniendo la relaciéon de fotosistemas similar
entre las muestras y el control. Como el contenido de clorofilas y el cociente Chl a/b dis-
minuyen, podria pensarse que hay un aumento del tamafio de la antena del PSII (LHC-II)
pero manteniendo la misma proporcidn de RC y por ende la relacién de PSI y PSII no cam-
biara. Es decir, la misma proporciéon de PSI y PSII, pero las antenas de los PSII son mas
grandes (mayor contenido de pigmentos) caracteristico de una respuesta de aclimatacion
a baja irradiancia o sombreado [90]. Esto dltimo debido a que la antena LHC-II posee una
absorcion mayor a longitudes de onda corta (la cual estd atenuada en la sombra) respecto
a la antena LHC-I. Recordemos que la disminucion de clorofilas y carotenoides es por area
foliar, como las hojas de sombra son mas grandes que las de sol, el contenido de pigmen-

tos disminuye en hojas de sombra, cuando en realidad la tendencia por unidad de peso
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FIGURA 7.7: Espectros de fluorescencia experimental, corregidos por reabsorcion de luz
y normalizados de hojas tratadas con nanoparticulas y hojas control.

seco es inversa [79]. Luego, aunque el tamafio de la antena del PSII depende de las con-

diciones luminicas de crecimiento, se ha demostrado que el tamafio de la antena de PSI

no cambia [91, 92]. Por otro lado, la emisién observada en estos espectros corresponden
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a las clorofilas presentes en los centros de reaccidon de cada fotosistema, mientras que la

absorcion es producida en las antenas (detalles en Capitulo 2).

7.3.4. Curvas OJIP y fase I-P

Las curvas de induccién de fluorescencia rdpida de Chl a proporcionan informacién so-
bre el transporte de electrones luego de @4 en PSIIL. Las curvas se caracterizan por tres
elevaciones rdpidas, O-J, J-I1 e I-P, que reflejan tres procesos de reduccion diferentes de
la cadena de transporte de electrones [93, 94]. La fase OJ sigue a la reduccién del lado
aceptor del PSII (Qa y Qp); JI representa a la reduccion del conjunto de plastoquinonas
(PQ) e IP es paralela a la reduccién de los aceptores de transporte de electrones en y al-
rededor del PSI[95-97]. Esto significa que los transitorios OJIP brindan informacion sobre
el estado del transporte electronico de la cadena fotosintética (ETC). Schansker y col. de-
mostraron que la amplitud del aumento de I-P se correlaciona muy bien con el transporte
de electrones a través del PSI [98]. Ademas, se demostré que dicha fase es paralela a la

re-reduccién de plastocianina (PC)* +y P7J60 en el fotosistema I [99].

En la Fig. 7.8 se presentan las curvas normalizadas, mientras que en la Tabla 7.5 se pre-
sentan distintos valores de fluorescencia en distintos puntos de la curva OJIP y diversos

parametros derivados de la misma.

Se observé una disminucion en la fluorescencia inicial, F, del ~ 10 % para ambas mues-
tras de nanoparticula respecto al control. La disminucion en este parametro se corresponde
con lo observado por fluorescencia estacionaria. Sin embargo, la fluorescencia en el pun-
to de inflexién J, Fj, no se observaron diferencias significativas, mientras que para F; se
observé un aumento del 13 % y para Fy; el aumento observado no fue significativo.

Los transientes doblemente normalizadas entre F y Fy1 se presentan en la Fig. 7.8 A co-
mo fluorescencia relativa variable Vop = (F; — Fy)/(Fp — Fo) y AVor = Voprmuestra —
Vop,controi €N una escala de tiempo logaritmica. Considerando que los diferentes puntos
de inflexion en la curva OJIP representan diferentes etapas del transporte electrénico, si
se calcula la fluorescencia variable de cada muestra y luego se grafica la diferencia res-

pecto al control, es posible identificar a simple vista las etapas donde ocurren los cambios
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FIGURA 7.8: Transientes de fluorescencia experimentales, fluorescencia variable norma-
lizada y diferencias respecto al control en funcién del tiempo. Las curvas representan el
promedio de 20 mediciones.

principales en el transiente OJIP [94, 100].

A partir de la Fig. 7.8 A se observa una banda AVgp que aparece en aproximadamente 2

ms. Como se mencioné en capitulos previos, esta zona depende en gran medida del estado

redox de 4 en el lado aceptor del PSII la cual influye en la probabilidad de que un elec-

trén avance en el transporte de electrones entre sistemas hacia PSI [101]. Por ende, una

banda AVj (punto de AVop a 2 ms corresponde al punto J) positiva, o bien, un rdpido
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aumento del paso J (mas dificil de ver a simple vista) reflejan una acumulacién de porta-
dores de electrones reducidos [102]. Una acumulacién de @, puede deberse a un bloqueo
del flujo de electrones mas alld de () 4[94]. Un aumento en la concentracion de @ 4 resulta
entonces en la inactivacién de los RC del PSII. M, es la pendiente inicial aproximada de
la fase O-J que indica la velocidad de cierre de los RC [94]. Los valores obtenidos para M
de las muestras y controles fueron similares por lo que no hay evidencia de cambios entre
las tasas de reduccién de @ 4 entre las muestras y el control, lo que sugiere que el bloqueo
no es debido a cambios en la actividad redox de los RC del PSII. Los factores que pueden
ser los causante de dicho bloqueo, dependeran de los cambios en los demds parametros

derivados de la curva OJIP.

Ademds, en la Fig. 7.8 A se puede observar facilmente un aumento de la intensidad de fluo-
rescencia variable en I (30 ms) para ambas muestras de nanoparticula y por consiguiente
se reduce la amplitud de la fase I-P respecto al control, como se puede ver en el recuadro
de la Fig. 7.8 B. El aumento en la fluorescencia en el punto I se hace atin més evidente en
la curva AVop observdndose un banda positiva a 30 ms. Cuando esta banda es positiva
refleja la inhibicion de la reduccion de los aceptores de electrones terminales, como F'd,..q
y NADP™, o una menor actividad del PSI [103]. Por ende, se observé una acumulacién
de @ y a su vez, una inhibicién de la reduccién de los aceptores de electrones finales.

Ambas variaciones son consistentes con un bloqueo del transporte de electrones mas alld

de QA.

Schansker y cols.[104] revisaron las diferentes interpretaciones y causas posibles de la
fase I-P. Los autores, los cuales son reconocidos en el drea, concluyeron que un bloqueo
transitorio en el lado aceptor del PSI y un atasco de electrones formados transitoriamente
en la cadena de transporte de electrones son responsables de la fase de induccién de I-P.
Una menor amplitud de I-P sugiere que ambas nanoparticulas causaron una pérdida del
contenido o actividad del PSI, de acuerdo a publicaciones recientes en el tema [105, 106].
La zona con AVp; > 1 marcada sobre el grafico en el rango de tiempo de 30 a 270 ms
muestra la fase I-P. La amplitud méaxima de la curva Vp;, en la zona entre I y P, brinda
informacién sobre el tamafio del conjunto de aceptores de electrones finales en el lado

aceptor del PSI. Una amplitud mds pequefia como la observada en las muestras nos indica
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una reduccion sobre el tamafio del pool de aceptores de electrones disponible. Ambos tipos
de nanoparticulas redujeron significativamente la amplitud méxima de las curvas AVp;

en un 45 %.

Si bien se realizé la doble normalizacién V;p (normalizado en Iy P),no se encontraron di-
ferencias entre las curvas de las muestras y el control. El valor de tiempo donde V;p = 0,5
se utiliza para estimar la tasa de reduccion del grupo de aceptores de electrones finales
del PSI. Como no se observaron cambios en este pardmetro entre muestras y controles,
dicha tasa de reduccidn es similar entre las mismas [107]. De acuerdo a lo anterior y los
cambios observados en Vp se deduce que, si bien el tamafio del pool de aceptores del PSI
se reduce, su tasa de reduccién se mantiene constante. Yusuf y cols.[103] han sugerido
que la regulacién del tamafio de dicho pool es independiente del cambio de su tasa de

reduccién.

Ademas de dichas normalizaciones, es posible obtener informacion sobre el transporte de
electrones a partir del drea y el tiempo necesario para alcanzar Fy; (¢ ppnqae)- El aumento
de la fluorescencia observado, particularmente en I, produce una disminucién en el area
por encima de la curva asi como de los pardmetros derivados de ella como Sy, y N. El
area representa el numero total de portadores de electrones, y por ende una disminucién
en el area implica una disminucion de dichos portadores [108]. Dado que la mayoria de
los portadores de electrones son plastoquinonas (PQs), se suele interpretar también como
una disminucién del pool de PQs, asi como también la energia necesaria para cerrar un
centro de reaccion (RC). El parametro S, es el drea normalizada y N es el numero total
de electrones transferidos el cual es proporcional al nimero de cambios redox de @ 4.
Todos estos pardmetros dependen directamente del drea sobre la curva y disminuyeron
significativamente tras el tratamiento con ambas nanoparticulas de carbono tal como se

puede ver en las Fig. 7.8 y Tabla 7.5.

La disminucién en S); indica que la cadena de transporte de electrones en las plantas
tratadas con nanoparticulas de carbono contiene un menor nimero de aceptores de elec-
trones por RC-PSII ya que se requiere menos energia para cerrar dichos RC. Se observé

ademds, una disminucién del cociente Sys/tFmq: que expresa el estado redox promedio
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de Q 4 en el intervalo de tiempo de 0 a t gy,4, ¥V, representa la fraccién promedio de centros
de reaccién abiertos durante el tiempo necesario para completar su cierre. Por lo tanto,
este parametro se puede utilizar para la cuantificacién de la actividad de transporte de
electrones [94]. Tu y colaboradores[109] correlacionaron la disminucién de Sy /tpFmax
y la perdida de la fase I-P de la curva con una actividad de PSI inhibida que reduce la
tasa global del transporte de electrones. La reduccién en Sy t3, indica entonces, que en
promedio los RC de las muestras tratadas con nanoparticulas estdn mas tiempo cerrados
y esto ocurre cuando los aceptores de electrones se encuentran reducidos. Esto refleja que
en las muestras hay una menor cantidad de estos aceptores o bien, hay un bloqueo de di-
cha transferencia. Consecuentemente, un menor nimero de aceptores (equivalentemente
a un pool de PQ reducido) produce una disminucién de la actividad del PSI el cual per-
manece mas tiempo cerrado (sin poder reducirse por falta de su dador de electrones) y

finalmente la tasa global de la cadena de transporte electréonico se reduce.

7.3.5. Parametros derivados de la curva OJIP

A partir del transiente rdpido de fluorescencia de clorofila a es posible obtener una gran
cantidad de parametros de las distintas etapas de la cadena fotosintética. Estos parame-
tros se derivan en base al modelo de Duysens y Sweers (1963), el cual fue descripto en la
Seccién 3.9. Para un detalle de los cdlculo de cada parametro y su interpretacion, ver el

Apéndice A.

En la Tabla 7.5 se resumen los pardmetros mas representativos derivados de la curva OJIP
para las muestras y el control. Sin embargo, debido a la gran cantidad de parametros suele
ser mas representativa una figura como la Fig. 7.9 en donde se visualizan las amplitudes
de diferentes parametros relativos al control. De esta forma es facilmente identificable la
variacién o no, de cada uno de ellos. Si bien se pierde informacion de las amplitudes ab-
solutas y la estadistica, suele ser muy ttil para una primera interpretacion integrada de

los pardmetros.

Después de la exposicion de las nanoparticulas, la mayoria de las relaciones de flujo del
PSII se mantienen constantes. Dichos pardmetros son: ®p,, el rendimiento cudntico maxi-

mo de la fotoquimica primaria; Vgr,, la probabilidad de que un excitén atrapado trans-
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TABLA 7.5: Efectos de las nanoparticulas de carbono en los pardmetros derivados de la
curva OJIP. ** y * representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.01
y p <0.05, respectivamente, entre muestra y control, con n = 12.

Parametro Control nano-CB GQD

Fq 433 + 32 391 £+ 35 423 + 22
Fu 2495 + 149 2494 + 268 2596 + 99
Fy 1458 + 56 1435 + 132 1503 + 80
Fy 2071 + 124 2215 + 236 ** 2349 + 81 **
Fv/Fum 0.823 + 0.005 0.842 £ 0.005 * 0.836 + 0.005 *
Fv/Fo 48+ 0.4 544+04* 51+£04*
Vi 0.32 + 0.03 0.31 £ 0.04 0.32 +£ 0.05
V; 0.50 + 0.02 0.50 + 0.03 0.50 + 0.03
Vi 0.80 £ 0.03 0.87 + 0.02 ** 0.89 + 0.02 **
trm 370 £ 119 297 £ 54 359 £ 105
Area (4.3 £0.5)-10* (3.5 +0.6)-10* (3.5 £ 0.6)-10%
Sy 20+ 1 16 + 1 ** 16 + 2 **
N 44 + 2 34 + 2 ** 34 + 3 **
My 1.1 +0.1 1.0+ 0.1 1.1 +£0.1
®p, 0.823 + 0.005 0.842 + 0.005 * 0.836 + 0.005 *
YET, 0.50 £ 0.03 0.50 £ 0.03 0.50 + 0.03
PrT, 0.41 + 0.03 0.42 + 0.03 0.42 + 0.03
ORE 0.41 + 0.06 0.26 + 0.05 ** 0.22 + 0.04 **
YRE, 0.20 £ 0.03 0.13 + 0.02 ** 0.11 + 0.02 **
PrE, 0.17 £+ 0.03 0.11 + 0.02 ** 0.09 + 0.02 **
RC/ABS 0.38 +£0.02 0.40 £+ 0.03 0.39 + 0.04
ABS/RC 2.6+0.1 2.5+0.2 2.6 £0.2
TR/RC 2.1+0.1 2.1+0.1 2.14+0.2
ET/RC 1.11 + 0.08 1.05 + 0.07 1.07 + 0.08
RE/RC 0.44 + 0.07 0.27 + 0.05 ** 0.24 + 0.04 **
RC/CS 166 + 19 159 + 23 166 + 14
YRC 0.28 + 0.01 0.29 + 0.01 0.28 4+ 0.02
Plags 1.9+ 0.3 2.2+0.5 21+£0.5
PIis 1.3+ 0.5 0.8 £ 0.3 ** 0.6 £ 0.3 **




7.3. Resultados 289

Parametros Fotosintéticos
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FIGURA 7.9: Grafico de distribucion radial de parametros OJIP seleccionados para hojas
control y tratadas con nanoparticulas GQD y nano-CB. Para cada parametro, el valor del
control se establecié como 1.

porte un electrén hacia la cadena de transporte de electrones mas alla de @ ,; ®rr,, €l
rendimiento cuantico del transporte de electrones; y ® s, la probabilidad de que un fotén
absorbido se disipe. Se observé un aumento significativo de ®p, y consecuentemente una
disminucién de ®p; debido a la relacion entre ambos parametros, mientras que el resto

se mantuvo constante.

Por otro lado, los pardmetros relacionados con la actividad del PSI disminuyeron drastica-
mente. Estos parametros incluyen: dry, la eficiencia con el cual un electréon puede moverse
desde los aceptores de electrones reducidos entre sistemas a los aceptores de electrones
del PSI; ®rg,, el rendimiento cudntico del transporte de electrones desde @, a los acepto-
res de electrones del PSI; Vg, la eficiencia con la que un excitén atrapado puede mover
un electrén en la cadena de transporte de electrones desde (), hasta los aceptores del
PSI. En la Fig. 7.9, se destaca la disminucion en drg para ambos tipos de nanoparticulas,
indicando que tanto nano-CB como GQD inhiben parcialmente la actividad del PSI. Dicha
variacion en el parametro drg refiere al cambio mas significativo en los parametros deri-

vados en la curva OJIP, reduciendo un =~ 50 % el valor obtenido para el control.
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Similar es la tendencia en los flujos de energia especificos por RC los cuales incluyen:
absorcion (ABS/RC), atrapamiento (TR/RC), transporte de electrones (ET/RC), disipacion
(DI/RCQ), y reduccion de los aceptores finales en el lado del aceptor de electrones del PSI
(RE/RC). Donde la disipacién y reduccién de aceptores finales disminuye en las hojas
tratadas con nanoparticulas mientras que el resto permanece constante. Por ultimo, el
indice de rendimiento describe la conservacién de energia entre los fotones absorbidos
por PSII y la reduccién de los aceptores de electrones entre sistemas (PIxpg), mientras
PI% describe la conservacién de energia entre la absorcién de fotones y la reduccién de
los aceptores finales de PSI [110]. Para ambas nanoparticulas se observé un aumento no
significativo de PIpg en paralelo a una disminucién significativa de PT{5.

Muchos estudios han utilizado el mdximo rendimiento cudntico fotoquimico (Fvy/Fy =
®p,), como un indicador del estrés ambiental [111] pero en los tltimos afios con el im-
pulso que ha tomado el registro e interpretacién de la curva OJIP se ha demostrado que
no es un indicador 1til si el estrés no se produce sobre el PSII. Por ejemplo en este caso,
se observé un ligero aumento de ®p, pero la eficiencia total del transporte electrénico se
ve drasticamente reducida por el efecto inhibidor sobre el PSI o sus aceptores, de acuerdo

a la reduccién observada en la fase I-P y los parametros drg, ®rE,, RE/RC y PIRS,

Los resultados muestran que ambos tipos de nanoparticulas producen cambios similares
y esencialmente negativos en el transporte electronico fotosintético. Este efecto negativo
se caracteriza principalmente por cambios significativos en: (a) una reduccién del tamafio
del pool de plastoquinonas reducidas (drea sobre la curva de induccion de fluorescencia
de Chl a) acompafada de una reduccién de Sy; y N los cuales indican una disminucion
de la cantidad de electrones transportados y portadores de electrones reducidos, y (b) un
menor indice de rendimiento total desde la absorcién hasta los aceptores del PSI (PIK’]'_;)"LSI)
debido principalmente a una disminucién drastica en drg el cual refleja una reduccion
en la probabilidad o eficiencia con la que un electron puede moverse desde los acepto-
res de electrones entre sistemas a los aceptores de electrones del PSI. Al mismo tiempo
hay algunos parametros que sufren ligeros cambios en el sentido contrario. Se observd
un leve aumento de varios parametros como la actividad fotoquimica maxima del PSII

(Fv/Fum = ®p,) y de la eficiencia del complejo que desarrolla oxigeno (OEC, por sus si-

glas en inglés) en el lado donante del PSII (inferido por el aumento en el cociente Fv /Fy)



7.3. Resultados 291

[108].

A partir de los cambios observados en los rendimientos cudnticos y eficiencias por fotéon
absorbido es posible dilucidar el cambio en la proporcién de energia que se disipa y se
transfiere al centro de reaccién. El pardmetro ®p, corresponde a analiticamente a la pro-
porcién de fotones absorbidos que se transfieren al RC del PSII, mientras que ®p; a la
proporcién que se disipa incluyendo disipacidn térmica y radiativa, ya que es energia que
no se transfiere al centro de reaccién. Se observd que, para ambos tipos de nanoparticu-
las, el p, aumento levemente mientras que ®p; disminuyo. Si observamos en detalle las

ecuaciones referidas a ambos rendimientos:

®P0 = ABS =1 (7.6)
DI

DI = 755 =] (7.7)

ABS =TR+ DI (7.8)

Como ambos rendimientos son cocientes respecto de ABS y uno aumenta y el otro dis-
minuye, los cambios no pueden deberse tinicamente a variaciones en el flujo de fotones
absorbidos (ABS). Dado que los flujos TR y DI estan relacionados, de acuerdo a la con-
servacién de la energia, y como TR aumenta mientras DI disminuye, es posible que ABS
se mantenga aproximadamente constante entre las muestras y el control. Este primer re-
sultado es interesante ya que si bien el contenido de pigmentos por area foliar fue menor
en las hojas tratadas con nanoparticula, el flujo de fotones absorbidos (ABS) se mantuvo
constante. Otro resultado interesante es el cambio en la proporcién del flujo transferido al
RC del PSII (TR) y el flujo que se disipa. En las muestras resulté mayor la proporcién de
energia que se transfiere al RC. Esto podria deberse a un aumento de los RC activos del

PSII, hipdtesis que puede verificarse analizando los pardmetros correspondientes.

Por otro lado, es la antena la que transfiere energia al centro de reacciéon de ambos foto-
sistemas, y luego ese RC transfiere un electrén al aceptor correspondiente. Una vez hecho
esto, el centro de reaccidon queda cargado positivamente y no puede aceptar un nuevo

exciton (esta cerrado). Para el RC del PSII el donor de electrones es el complejo proteico
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adyacente que desarrolla oxigeno (comunmente llamado OEC) mientras que para el caso
del RC del PSI este donor es una plastocianina (PC) la cual es el ultimo transportador de
electrones de los aceptores intermedios de la cadena de transporte electrénico. Un mal
funcionamiento del OEC que es caracteristico del estrés por calor o sequia, entre otros,
suele ser acompafnado de la apariciéon de un pico K en la curva OJIP, el cual no se observa
en este caso. Sin embargo, se observé un aumento en la eficiencia del OEC (Fv/Fy) lo
cual conduce necesariamente a una mejora en la recuperacion del RC del PSII (ya que el
OEC reduce al RC") y por ende deberia producir un aumento del transporte de electro-
nes fotosintéticos [108]. No obstante, esto no se observa, ya que el drea por encima de
la curva de fluorescencia de la clorofila entre Fy y Fy; disminuye considerablemente por
lo que si bien el flujo de energia y los electrones transferidos hasta el primer aceptor del
RC del PSII aumentarian (en base a los cambios observados en ®p,, ®p; y Fv/Fo) no
sucede lo mismo con el flujo de energia en la ultima etapa del transporte electrénico ni
con los electrones totales transferidos (en base a ®rg,, dre ¥ Sa). Se mantiene entonces
la incertidumbre respecto en cual etapa del transporte electrénico luego de @ 4, ocurre la

inhibicién de dicho transporte.

Otra posibilidad es que la cantidad de centros de reaccién estén aumentando, esta posibili-
dad se descarta debido a que el parametro ABS/RC se mantiene constante (la disminucion
de la media es no significativa). ABS/RC representa el tamafio de antena efectiva de un
RC activo y se calcula como el niumero total de fotones absorbidos por las moléculas de
clorofila de todos los RC dividido por el ntimero total de RC activos [112]. Por lo tanto,
estd influenciado por la proporcién de RC activos/inactivos. Como ABS es relativamente
constante, entonces necesariamente la cantidad de RC activos también lo es. Otro para-
metro que refiere a la cantidad de RC es ygr( el cual representa la probabilidad de que una
clorofila del PSII funcione como RC [96]. Nuevamente no se observan cambios significa-
tivos en este parametro por lo tanto la probabilidad de que una clorofila actiie como RC
entre las muestras y el control se mantiene constante. Por ende, el tamafio relativo de la

antena por RC del PSII no sufri6 variaciones.

Habiendo descartado un cambio en la cantidad de RC activos o bien, la antena aparente

por RC, se pueden discutir los cambios observados en la cadena de transporte electréni-
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ca a partir de Q4. Los parametros relativos al flujo de transporte de electrones de Q4 a
() p son relativamente constantes, incluyen: ®gr,, Vrr,, ET/RCy V;. Del andlisis de ®p,,
®pr vy Fyv/Fo se concluyé que hay una mejora en la tasa de recuperacién del RC del PSII
y por ende hay un aumento de la tasa de transporte de electrones hasta () 4. Luego, como
ninguno de los pardmetros dependientes de dicho transporte (ET) aumenta, sino que son
constantes, el aumento en el transporte identificado anteriormente debe ser inhibido o
reducido, de forma que tal que finalmente la tasa de transporte electrénico de Q4 a Qp
se mantenga constante. Hasta aqui entonces, uno de los efectos de las nanoparticulas es

bloquear dicho transporte o la capacidad del PSII de reducir a @p.

Luego, las siguientes etapas de la cadena de transporte de electrones desde Q5 hasta los
aceptores del PSI se engloban en los parametros derivados al flujo RE, los cuales dismi-
nuyen drésticamente, incluyendo: drg, PrE,, YrE,» RE/RC y Vi. Debido a este bloqueo
en el transporte electrénico, se puede concluir que la reduccién del area y Sy, se deben
principalmente a la pérdida de energia (electrones) en etapas de la cadena de transporte
electrénico relacionadas al PSI. Lo que no es posible identificar puntualmente, utilizando
unicamente los resultados de la curva OJIP, es si dicho bloqueo o inhibicién del transporte

ocurre justo antes o después del RC del PSI.

En el trabajo de Schansker y cols.[104] describen el comportamiento de la curva OJIP
en presencia de metilviolégeno (MV) el cual es un aceptor de electrones muy eficaz que
compite fuertemente con la ferredoxina por los electrones de los grupos Fe — S del PSl y,
como consecuencia, suprime fuertemente la transferencia ciclica de electrones alrededor
de PSI [113, 114]. Las curvas presentadas en el trabajo de Schansker y col. (2005) en
presencia de MV sufren variaciones muy similares respecto al control de las aqui observa-
das en las hojas tratadas con nanoparticulas. Por ello, estos autores evaluaron diferentes
hipétesis respecto a la supresion de la fase I-P. Schansker y cols. concluyen que un bloqueo
transitorio en el lado aceptor de PSI y un atasco de electrones formados transitoriamente
en la cadena de transporte de electrones son responsables de la fase de induccién de I-P.
Tanto en el tratamiento con MV como el de nanoparticulas de carbono se caracterizan
por la reduccién o pérdida de la fase I-P de la curva OJIP. Siendo que estd demostrado

el efecto que tiene el MV sobre el PSI, es posible plantear como hipétesis que las nano-
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particulas tienen un efecto analogo debido a la similitud en los cambios inducidos en la
curva OJIP. De esta manera, los cambios que se observan en la curva OJIP producto del
tratamiento con nanoparticulas de carbono son compatibles con una transferencia de elec-
trones desde PSI a las nanoparticulas, es decir, un mecanismo similar al MV bien descripto
en bibliografia. Se pone a prueba esta hipdtesis de transferencia de carga posteriormente,
al registrar la fluorescencia estacionaria de cloroplastos en presencia de nanoparticulas

(Subseccién 7.3.7).

7.3.6. Particion de energia bajo iluminacion actinica

Se registrd la cinética de Kautksy utilizando el protocolo detallado en la metodologia, en
el cual se aplicaron tres luces actinicas de intensidad creciente durante el tiempo suficien-
te para que se alcance un estado estacionario para cada una de ellas. Este tipo de curvas
para la el registro de la cinética de Kautsky se suelen denominar Curve-Light. Las luces
actinicas (LA) aplicadas fueron de 10, 25 y 40 que refieren a intensidades de 12, 185 y

257! siendo intensidades baja, media y alta, respectivamente. Al

627 pmol de fotones -m™
final de cada etapa de iluminacién actinica se iluminé la muestra con luz saturante con el
objetivo de bloquear el transporte de electrones al excitar todos los RC del PSII disponibles

y asi obtener los parametros fotosintéticos principales.

Los rendimientos cudnticos del fotosistema II (®pgyr), fotofisico (P¢) y del quenching no
fotoquimico (®npq) estdn relacionados y suman 1 en total. Por ello, en la Fig. 7.10 donde
se muestran estos parametros se debe observar que la suma de los tres desde la base de
las barras suman 1 justamente. Esto se debe a que en el modelo utilizado para describir
la cinética de Kautsky por cada fotdn absorbido en la antena LHC-II que llega al centro
de reaccidon del PSII, este puede disiparse como calor o emitiendo un fotén (con una
constante especifica de velocidad k.), puede inducir el proceso de fotosintesis reduciendo
el primer aceptor electrénico (k,) o bien puede iniciar procesos fisiolégicos que facilitan
la liberacion del exceso de energia en forma de calor denominados en conjunto como
quenching no fotoquimico (knpg).

A baja iluminacién actinica, 12 pmol de fotones - m~2s~!, se observa a simple vista en

la Fig. 7.10 que si bien los cambios no son abruptos, hay un aumento significativo del

Pnpq en las hojas tratadas con nanoparticula en decremento del ®pgy1, manteniendo ®¢
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FIGURA 7.10: Rendimientos cuanticos y quenching fotoquimico y no fotoquimico para las
muestras y controles a diferente iluminacién actinica (de izquierda a derecha: 12, 185y
627 pmol de fotones - m~2s1).

constante. Esto nos indica que las hojas tratadas con GQD y nano-CB, aun a bajas ilumi-
naciones actinicas requieren disipar exceso de energia mediante mecanismos de NPQ, a
diferencia del control. Esto podria ser indicio de algun tipo de estrés ya que a baja LA es
baja la proporcion de centros de reaccién excitados por lo que no deberia ser necesario
un mecanismo de disipacién de exceso de energia como son los mecanismos del NPQ. A
medida que aumenta la intensidad de la luz actinica, mayor es la proporcién de energia
disipada como NPQ por fotén absorbido y consecuentemente menor la que se utiliza para
la fotosintesis. Luego, entre muestras y control la relacién se invierte y a alta iluminacién
actinica las hojas tratadas con nanoparticulas poseen significativamente menor ®xpq que

el control. A LA intermedia las muestras y el control poseen similar ®xpq.

La variacién de los rendimientos cuanticos a distintas LA se estudiaron principalmente
en plantas aclimatadas a diferentes intensidades luminicas. Las respuestas de estos pa-
rametros frente al tratamiento con nanoparticulas de carbono se asemeja a la respuesta
observada en plantas aclimatadas a baja irradiancia respecto a un control aclimatado a
irradiancia media (tal como es esperado). Si bien son pocos los trabajos donde se deter-
minan estos rendimientos cuanticos bajo distintas luces actinicas, la respuesta tipica es un
aumento del NPQ en funcién de LA [85, 115, 116]. A continuacién se analiza la tendencia

de dicho cambio, ya que a bajas LA y altas LA la relacién del NPQ entre muestras y control
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se invierte.

Debido a que el NPQ es uno de los principales mecanismos utilizados por las plantas
superiores para hacer frente al exceso de luz, la respuesta luminica del NPQ refleja la sa-
turacion de la tasa fotosintética, aumentando rapidamente cuando la fotosintesis neta por
fotén absorbido satura [117-119]. Sin embargo, el aumento del NPQ esta limitado por
la capacidad intrinseca de la hoja para disipar ese exceso de luz en forma de calor. Por
ejemplo, Serodio y Lavaud [118] informaron que las plantas cultivadas en condiciones
de alta irradiancia desarrollaron un pool de xantdfilas mds grande para disipar mas ener-
gia luminica en exceso, en comparacion con las plantas cultivadas con iluminacién baja
o intermedia [116-118, 120]. Como resultado, el NPQ satura a niveles mas bajos de LA
en plantas cultivadas con luz intermedia-baja, en comparacion con plantas cultivadas con
mucha luz, donde la respuesta del NPQ a la LA puede parecer lineal para el mismo rango
de iluminacién que las anteriores. La relacién directa entre NPQ y el ciclo o el contenido
de xantdfilas estd bien establecido, particularmente es claro que las xantdfilas son impor-
tantes para el componente qr del NPQ que se desarrolla y se relaja rdpidamente, pero que
también contribuye al componente q; de relajacion lenta [121, 122]. El comportamiento
del NPQ en funcién de la intensidad de LA en plantas aclimatadas a diferente intensidad
luminica se ha reportado previamente [85, 118, 123], habiéndose discutido algunos resul-
tados en el Capitulo 4. En el trabajo resumido en dicho capitulo, también se observé que
a bajas LA, las plantas aclimatadas a baja irradiancia tenfan un mayor NPQ que las hojas
aclimatadas a irradiancia media, mientras que a altas LA esta tendencia se invierte.

Por ende, el menor ®xpq observado en las muestras con nanoparticulas a altas LA no
se debe a que la fotosintesis sea mayor que en el control, sino que los mecanismos del
NPQ estan saturados debido a que las muestras con nanoparticulas poseen un pool de
xantofilas menor que las hojas del control. Esto tltimo esta en sintonia con lo observado
por extraccién de pigmentos, tanto en el contenido de carotenoides como en el cociente
Chls/Cars, asi como también en los indices espectrales, particularmente el indice PRI que
estd relacionado al ciclo de xantoéfilas. De esta manera es posible relacionar la disminu-
cién del contenido de carotenoides totales en las hojas tratadas con nanoparticulas con
un posible efecto de sombreado, producto de su absorcion en la zona del UV cercano y

el azul del espectro electromagnético. Este menor contenido de carotenoides produce un
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respuesta limitada del NPQ, particularmente en el mecanismo que involucra el ciclo de
xantofilas. En dicho ciclo, la conversién entre xantdfilas se induce por un A pH intermem-
brana generado por el transporte electrénico fotosintético. De esta forma se produce la
conversion a zeaxantina la cual induce la disipacién térmica de la energia de excitacion
absorbiendo dicha energia de las moléculas de Chl a excitadas (mas detalle en Capitulo 2)
[119]. Luego, frente a otras situaciones de estrés como sequia y deficiencia de nutrien-
tes, se observa generalmente un aumento del NPQ para una dada LA [124]. Como aqui
se observa esto solo a bajas LA, se deduce que el factor relativo al ciclo de xantofilas es
el cambio dominante entre las muestras y el control. Un menor NPQ a altas irradiancias
produce un aumento de los RC sobre-excitados (aumenta su tiempo de vida) que al no
desactivarse por mecanismos del NPQ pueden formar especies reactivas de oxigeno que

dafian el aparato fotosintético afectando negativamente la salud de la planta.

Luego, los cambios observados en ®psy1 poseen una tendencia inversa al ®xpq. A bajas LA,
se espera un valor alto de ®pgy; y uno menor a mayor LA. No debe confundirse un menor
®pgrr a altas LA con una menor fotosintesis ya que ®pgyy es un rendimiento cudntico y esta
normalizado por fotén absorbido. A mayor LA, mayor es en valor absoluto la cantidad de
fotones absorbidos y también lo es la cantidad de aceptores de electrones reducidos en la
cadena de transporte electrénico fotosintético y por ende mayor es la fotosintesis neta. Sin
embargo, en términos relativos a la energia absorbida, a mayor LA, mayor es la energia
disipada por mecanismos de NPQ, y menor es la utilizada para iniciar la fotosintesis [125].
Luego, otro fendmeno que se observa es la saturacion de la fotosintesis. A diferencia de
la saturacion de los mecanismos del NPQ (que puede o no observarse ya que depende de
la planta y las condiciones de aclimatacién), la saturacién de la tasa fotosintética siempre
se observa a una dada LA suficientemente alta. Como hay un ndmero finito de aceptores
de electrones, la cantidad de electrones transportados en la cadena también lo es y por
lo tanto a muy altas LA (segtn la planta y las condiciones) los aceptores de electrones
se pueden reducir por completo y por ende la fotosintesis alcanza un valor de saturacion
(mas detalles en Subseccién 2.4.2). Debido a que el pardametro ®pgy; no refleja realmente
la fotosintesis neta sino mas bien la actividad del PSII, se utiliza el producto entre ®pgyy
y la intensidad de la luz actinica, dando como resultado el parametro PS, .., que posee

una buena correlacién con la tasa fotosintética del PSII. Dicho pardmetro aumenta con la
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intensidad de LA hasta que se alcanza una meseta caracteristica de la saturacién fotosin-
tética. En los resultados aqui presentados, se observé un menor ®pgy; y PS;ate €n las hojas
tratadas con nanoparticula a baja LA respecto al control. Luego, a LA medias y altas no se
observan cambios significativos entre las muestras y el control, para ambos parametros.
Un menor ®pgyr de las hojas tratadas con nanoparticulas de carbono (y un mayor ®xpq)
a baja LA, es un indicador de que la actividad fotosintética del PSII se encuentra reducida

y es una respuesta tipica frente a estrés del aparato fotosintético [126].

Otro parametro que sigue la tendencia observada entre hojas de plantas aclimatadas a
baja y alta irradiancia es el Fg, que corresponde a la emision de fluorescencia de hojas
bajo iluminacion actinica en estado estacionario. Las plantas han desarrollado mecanis-
mos activos para ajustar la fotosintesis neta y el NPQ, pero no asi Fg. Fg es un residuo
de des-excitacion de la luz que no se utiliza para la fotosintesis ni se disipa térmicamente.
Serodio y Lavaud [118] reportaron que este parametro disminuye en plantas aclimata-
das a alta irradiancia respecto a plantas aclimatadas a baja irradiancia. Por otro lado,
Cendrero-Mateo y cols.[124] observaron que frente a estrés por deficiencia de nutrientes
el Fg tiende a aumentar. Estos autores también detectaron un aumento a LA intermedias
y una disminucioén a altas LA en el Fg. Esta tendencia también se observa en la Tabla 7.6.
La tendencia de este parametro con LA esta fuertemente relacionada con el quenching fo-
toquimico (qp). El qp es la proporcién de energia utilizada para iniciar la fotosintesis y es
proporcional a la fraccién de RC abiertos del PSII en estado estacionario. Bajos valores de
gp indican que la mayoria de los RC de PSII estdn cerrados y su Q4 estd en el estado re-
ducido [127, 128]. Los valores cercanos a 1 indican que @ 4 estd en estado oxidado y casi
todos los centros de PSII estan abiertos. A medida que aumenta la luz actinica, aumenta la
proporcion de RC cerrados y qp disminuye, tal como se observa en la Fig. 7.10. Por ende,
menores qp observados en las muestras indican que una mayor proporcion de los RC es-
tan cerrados y que una mayor proporcion de @ 4 estan reducidos. Esto implica que en las
muestras tratadas con nanoparticulas se alcanza la saturacién del transporte de electrones
mas facilmente (con menor cantidad de fotones) que las hojas control. Cabe resaltar que
el qp a bajas LA en muestras y control son similares, pero decae mds fuertemente para las
muestras que para el control conforme LA se incrementa.

En resumen, la tendencia general de los pardmetros fotosintéticos en funcién de la LA es
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TABLA 7.6: Pardmetros derivados de la cinética de Kautsky a diferentes intensidades de
luz actinica. ** y * representan diferencias estadisticamente significativas al nivel p <0.01
y p <0.05, respectivamente, entre muestra y control.

Parametros LA Control nano-CB GQD
Fo - 205 + 19 202 + 14 211 + 18
F - 1300 + 88 1259 + 84 1252 + 137
Fyv - 1094 + 72 1056 + 72 1042 + 124
Fv/Fu - 0.84 +0.01 0.84 + 0.00 0.83 + 0.01
Fv/Fo - 5.3+0.3 5.2+ 0.2 5.0+ 0.4
10 1281 + 66 1020 + 178 * 995 + 143 **
Fy' 25 424 + 77 484 + 78 500 + 140
40 260 =+ 45 335+ 38 * 330 4+ 35 *
10 293 + 35 274 + 21 285 + 24
Fs 25 263 + 34 321+ 29 336 4+ 82 *
40 234 + 37 291 + 29 * 289 4 34 *
10 0.23 +0.02 0.22 4 0.01 0.23 4 0.02
dc 25  0.20 £ 0.02 0.26 + 0.01 0.27 + 0.07 *
40 0.18£0.02 0.23+£0.01**  0.23 + 0.04 **
10  0.004+0.01  0.06 +0.05 * 0.06 + 0.03 *
PnpQ 25  0.42 +0.06 0.42 + 0.09 0.41 + 0.09
40 0.72+£0.03 0.64+0.04 **  0.64 + 0.03 **
10  0.77 +£0.02 0.72 4 0.05 0.71 £ 0.04 *
Ppsit 25  0.38 £ 0.05 0.33 + 0.09 0.32 + 0.07
40  0.10 £ 0.02 0.13 £ 0.04 0.12 + 0.03
10 9.3+0.2 8.7 +0.6 8.5+0.4*
PSate 25 63 + 11 80 + 23 79 £ 16 *
40 62 + 11 80 + 22 78 £ 16 *
10 0.92 4 0.02 0.91 + 0.02 0.90 + 0.02
qp 25 0.75+0.05 0.56+0.11**%  0.58 +0.10 **
40 0.57+£0.20 0.32£0.07**  0.36 £ 0.10 **
10  0.024+0.05 0.23+0.15**  0.254 0.10 **
aNp 25  0.80 +0.06 0.73 + 0.06 0.72 + 0.12
40 0.95+0.03 0.88+0.03*  0.88 £ 0.04 **
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la esperada. Adicionalmente, las diferencias entre las muestras y el control a LA bajas e
intermedias es la tipica respuesta frente a estrés donde el rendimiento fotoquimico del
PSII disminuye y es menor la poblaciéon de RC reducidos (®psir ¥ qp). Sin embargo, otras
variaciones requieren de un mayor analisis, como la disminucién de la energia disipada
mediante mecanismos no-fotoquimicos en las muestras. En la mayoria de los estudios pre-
vios en el tema [85, 115, 120, 124, 129], un aumento de ®pgy suele ir acompafiado de
una disminucién de ®npq, ya que ®¢ se mantiene constante. El ¢ es el rendimiento
cuantico fotofisico y considera la desactivacion del estado excitado del RC de PSII por
decaimiento radiativo (fluorescencia) y no radiativo (calor). Dicho pardmetro suele ser
constante en un amplio rango de LA y se encuentra habitualmente entre 0,2 y 0,3. Si bien
los valores obtenidos se encuentran dentro del rango esperado, el ®¢ en las hojas tratadas
con nanoparticulas de carbono es significativamente mayor que en las hojas control, para
LA media y alta. Si bien el aumento de ®¢ es consistente con el de Fg, al no haber refe-
rencias en bibliografia de un agente o situacién que produzcan un aumento de ®¢ solo
es posible discutir su implicancia de manera tedrica. No es este el caso del ®nxpq para el
cual, dada la existencia de estudios previos, es posible relacionar la variacién observada
en este pardmetro con un cambio en el contenido de carotenoides en las plantas tratadas
con nanoparticulas [120]. Teéricamente, ¢ podria estar aumentando al incrementarse
la tasa de desactivacion fotofisica: es decir si el RC se desactiva en mayor medida por
fendmenos no radiativos o emisién de fluorescencia respecto al control. Cabe resaltar la
diferencia fundamental con los resultados obtenidos para las nanoparticulas de oro (Ca-
pitulo 5) donde se observé un incremento en el ®pgr; abrupto (y parametros asociados).
En ese caso, los resultados indicaban un aumento de la tasa fotosintética (transferencia de
carga), por lo que era posible suponer que el efecto se debia a una transferencia de carga
adicional entre el RC y las NpAu. En este caso, ®pgy; no se ve afectado en gran medida,
pero Pnpq y Pc si, por lo que el efecto de estas nanoparticulas en la fotoquimica del

aparato fotosintético es, en principio, diferente al efecto producido por las NpAu.

7.3.7. Estudio de transferencia de energia

En esta seccion se describen los resultados de dos experimentos en los cuales se combi-
naron cloroplastos con nanoparticulas de carbono a diferente concentracién y se regis-

traron los espectros de emisidn a longitudes de onda asociadas con la excitaciéon de las
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nanoparticulas y los cloroplastos, respectivamente. En ambos casos se tomo una alicuota
constante de cloroplastos y se fueron afladiendo voltimenes crecientes de nanoparticula
(mads detalles en la Subseccion 7.2.10). El objetivo de dichos experimentos fue estudiar la
posibilidad de una transferencia de energia o carga entre cloroplastos y nanoparticulas de
carbono, hipdtesis que es capaz de justificar multiples variaciones observadas en los para-
metros fotosintéticos previamente reportados. En las siguientes secciones se muestran los

resultados obtenidos para cada nanoparticula (nano-CB y GQD), separadamente.

La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) involucra una molé-
cula donante (D) en estado excitado y una molécula aceptora (A) en estado fundamental.
Las moléculas donantes normalmente emiten en longitudes de onda mas cortas que se
superponen con el espectro de absorcién del aceptor. La transferencia de energia ocurre
sin la aparicién de un fotén y es el resultado de interacciones dipolo-dipolo de largo al-
cance entre el donante y el aceptor. Se prefiere el término mds general, transferencia de
energia por resonancia (RET), porque el proceso no implica la apariciéon de un fotén. La
tasa de transferencia de energia depende fuertemente de la extensiéon del solapamiento
espectral del espectro de emision del donante con el espectro de absorcion del aceptor, en-
tre otros como: el rendimiento cuantico del donante, la orientacién relativa de los dipolos

de transicién, y la distancia entre las moléculas.

7.3.8. Transferencia de energia entre cloroplastos y GQD

En la Fig. 7.11 A se muestra un espectro de absorcién de un extracto de clorofilas (que
contienen clorofilas y carotenoides) superpuesto a la emision de las nanoparticulas GQD,
mientras que en la Fig. 7.11 B se presentan el espectro de absorcién de las nanoparticu-
las superpuesto a la emision de los cloroplastos. Estas figuras permiten diferenciar entre
donor y aceptor frente a una posible transferencia de energia. El espectro de absorcion
corresponde a un extracto de pigmentos de una muestra de cloroplastos, y se utilizo este
espectro aqui debido a que la absorbancia registrada en los cloroplastos esta distorsionada
por la dispersion de estas microparticulas en solucion, especialmente en la zona del azul
del espectro electromagnético. Dado que la proporcién de pigmentos es andloga a la que
hay en cloroplastos, no afecta al andlisis preliminar que aqui se realiza. Adicionalmente,

en la Fig. 7.11 se incluyé una matriz de emision de las nanoparticulas y de un extracto
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de pigmentos para visualizar las dreas en donde se observa emision para ambos sistemas.
De acuerdo a lo mencionado previamente, las longitudes de onda de excitacion elegidas
fueron 360 nm y 480 nm, ya que corresponden a las longitudes de onda de excitacién que

conducen a la maxima emisién para nanoparticulas GQD y cloroplastos, respectivamente.
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FIGURA 7.11: Superposiciones espectrales para la emisién y absorciéon entre cloroplastos
y nanoparticulas GQD y matrices de emision de cada sistema.

Como se puede ver en la Fig. 7.11 A, hay una gran drea donde se superpone el espectro
de emision de las nanoparticulas con el de absorcién de las clorofilas. Esto permitiria la
transferencia de energia desde las nanoparticulas (donor) a las clorofilas en los cloroplas-
tos (aceptor), particularmente al estado S; de las clorofilas el cual se corresponde con la
banda de absorcion en el azul (mds detalle en Fig. 2.4 en el Capitulo 2). Por otro lado, la
transferencia inversa desde los cloroplastos hacia la nanoparticula es mucho menos pro-
bable dado el pequefio solapamiento observado en la Fig. 7.11 B. Ademds, las clorofilas no
son responsables de la emisién en la zona del verde en los cloroplastos, sino los compues-

tos polifendlicos. Otra cuestién interesante es que la banda que aparece en el NIR en la
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emision de las nanoparticulas no se corresponde con ninguna banda de absorcién en esa

zona.

En la Subseccién 7.2.10 de materiales y métodos de este capitulo se informaron los vo-
limenes utilizados para preparar las muestras (Tabla 7.1). Se prepararon siete muestras
desde Exp.0 a Exp.6 donde la concentracion de cloroplastos disminuyd levemente por la
dilucién y la de GQD aument6 en un factor de ~ 10. Chandra y cols.[10] observaron
transferencia de energia desde nanoparticulas de carbono a los cloroplastos. Si bien esa
transferencia es factible segun la Fig. 7.11, no se la observd en nuestros experimentos.
Maés aun, en este trabajo, se observd quenching de la fluorescencia de los cloroplastos en
presencia de las nanoparticulas, tal como se muestra a continuacién. Dado que las ab-
sorbancias de las muestras no eran suficientemente bajas como para que la fluorescencia
fuera linealmente dependiente de la concentracion, se corrigieron los espectros por efectos
de filtro interno. A continuacion en la Fig. 7.12 se muestran los espectros de fluorescencia
de mezclas de cloroplastos y GQD corregidos tanto por filtro interno como por el factor de

dilucién.

Previamente a los resultados aqui informados, se realizé un experimento con concentra-
ciones de cloroplastos similares a las informadas por Chandra y cols.[10], cuyo trabajo se
utilizé como base. En ese trabajo se adicionaron voliimenes crecientes de cloroplastos a
un volumen de nanoparticulas. Sin embargo, la concentracién de los cloroplastos resulta-
ba ser tan elevada que distorsionaba sensiblemente los espectros de emision en la zona
donde emiten las nanoparticulas. Se decidié mantener la concentracion de cloroplastos
constante y menor, y afiadir volimenes crecientes de GQD como se describi6 anteriormen-
te. La intensidad de la fluorescencia tanto de las nanoparticula como de los cloroplastos

resultaron similares.

Se realizaron controles de nanoparticula y cloroplastos, es decir, mezclas de cloroplastos
y agua y mezclas de GQD con buffer. En la Fig. 7.13 se muestran los espectros de fluores-
cencia (excitando a 360 y a 480 nm) corregidos por efecto de filtro interno y por dilucion,

y los espectros de absorbancia correspondientes, para controles de cloroplastos.
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FIGURA 7.12: Espectros de fluorescencia corregidos por filtro interno y por diluciéon para
las distintas muestras con excitacion a 360 y 480 nm.

En las mezclas de cloroplastos y nanoparticulas (Fig. 7.12) frente al aumento de la concen-
tracion de GQD, disminuye la emisién de la banda correspondiente a los cloroplastos (&~
680-730 nm) a ambas longitudes de onda de excitacién. Esta variacién no puede atribuir-
se al factor de dilucion porque este ultimo esta ya considerado. Esta misma disminucion
en la intensidad de la banda de emisién de los cloroplastos no se observa en los espectros
obtenidos para el control de cloroplastos (Fig. 7.13). El quenching de fluorescencia de la
clorofila a, en presencia de nanoparticulas, excitando tanto a 360 nm como a 480 nm,
podria deberse a una simple atenuacion del haz de excitacion por la presencia de las na-
noparticulas o a una transferencia de energia del estado excitado de la clorofila hacia la
nanoparticula. Un incremento de la emision de las nanoparticulas en presencia de cloro-
plastos, podria ser indicio de este ultimo caso. Para aclarar estos aspectos, se obtuvieron
los espectros de emision de las nanoparticulas, en ausencia de cloroplastos (Fig. 7.14) y

se compararon con los obtenidos en la Fig. 7.12.
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FIGURA 7.13: Espectros de fluorescencia corregidos y absorbancia para el control de clo-
roplastos.

Estd bien establecido en bibliografia que las nanoparticulas de carbono (especificamente
puntos cudnticos de carbono) pueden aceptar electrones o energia de una gran variedad
de compuestos [130, 131] y de acuerdo con la Fig. 7.11 A existe una superposicién no nula
en los espectros. Sin embargo, la banda de emision principal de las nanoparticulas se en-
cuentra a menores valores de longitud de onda (mayor energia) que la banda de emisiéon
principal de los cloroplastos; por lo que se podria suponer que una transferencia desde el
S1 de la clorofila en los cloroplastos hacia la nanoparticula no es viable. En el Capitulo 2
se comentd que la clorofila posee dos estados excitados singlete, S; y S,. La absorcién en
el azul corresponde a la transicion al estado Ss y la absorcion en el rojo al estado S; (mas
detalles en Fig. 2.4). Sin embargo, la emisién se observa desde el estado S; dado que los
electrones en S, decaen no radiativamente a S;. Desde el estado S; ocurren los procesos
fotoquimicos conocidos de la especie. Por lo tanto, no se debe descartar una transferencia

de energia desde el estado S, de los cloroplastos a las nanoparticulas [132].
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FIGURA 7.14: Espectros de fluorescencia corregidos y absorbancia, para las distintas con-
centraciones de nanoparticulas en ausencia de cloroplastos.

En la Fig. 7.14 se muestran los espectros de fluorescencia corregidos y la absorbancia pa-
ra soluciones de nanoparticulas en ausencia de cloroplastos. De acuerdo a la matriz de
emisién presentada anteriormente, se observd que la emision de las nanoparticulas con
excitacién a 480 nm es despreciable entre 650 y 750 nm, por lo que no se registraron esos
espectros para este experimento. Por ende, a 480 nm solo los cloroplastos presentan absor-
cion apreciable. Es importante destacar que para corroborar una transferencia de energia
de este tipo, el estudio deberia complementarse con estudios de cinéticas resueltas en el

tiempo ultra-rapidas.

En la Fig. 7.15 se muestran graficos de Stern-Volmer para el quenching de fluorescencia de

los cloroplastos en presencia de nanoparticulas.

En la Fig. 7.15A, se observa claramente el quenching de la fluorescencia de la clorofila y a
partir de los graficos de Stern-Volmer, se calcul6 un valor de Kgy a ambas longitudes de

onda (360 y 480 nm) de ~ 7.68 x 103 M~

El quenching de fluorescencia alcanza una aparente saturacién a 5 x 107° M (moles de
NP /L) de GQD, y por ende la regresion lineal se realizd solo hasta ese punto. Estd bien
establecido en proteinas que dada la diferente accesibilidad de los residuos de triptofano,
se observa quenching inicamente de aquellos residuos accesibles para el quencher [48].

Los graficos de Stern-Volmer para estos casos usualmente poseen una tendencia asintotica
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FIGURA 7.15: Gréficos de Stern-Volmer y Stern-Volmer modificado para distintas muestras
de cloroplastos y GQD.

como la aqui presentada en la Fig. 7.15 A. En estos casos se puede suponer la existencia
de dos poblaciones de fluoréforos, aquellos accesibles e inaccesibles para el quencher y
plantear la ecuacién de Stern-Volmer Unicamente para la poblacion accesible. Reordenan-
do luego dicha ecuacién, se encuentra una relacién lineal entre Fy/AF y 1/[Q], de cuya
ordenada al origen y pendiente se obtienen la fraccion de fluoréforo accesible al quencher
(fo) v la constante cinética asociada al proceso (K,s). De esta forma, tinicamente para
evidenciar que el comportamiento observado se debe principalmente a la existencia de
clorofila que es inaccesible a las GQD, se presenta el grafico de Stern-Volmer modificado
en la Fig. 7.15B. No se encontré un comportamiento lineal para los datos obtenidos bajo
excitacion a 480 nm, pero si bajo excitacién a 360 nm con mejor ajuste respecto al Stern-
Volmer de la Fig. 7.15 A. Se obtuvo una constante cinética un poco mayor que la obtenida
previamente, de 3.45 x 10* M~! y una fraccién de fluoréforo accesible del 0.5 (50 %).
La transferencia de energia aqui descripta puede ser uno de los factores que conducen a
la disminucion de la fluorescencia observada en hojas tratadas con GQD, ademas de las

variaciones en la concentracion de pigmentos, entre otros cambios.

7.3.9. Transferencia de energia entre cloroplastos y nano-CB

De forma andloga a lo realizado en la seccién anterior, se presenta en la Fig. 7.16 A el
espectro de emisién normalizado de nanoparticulas de negro de humo (nano-CB) su-

perpuesto al espectro de absorcion de un extracto de pigmentos, y en la Fig. 7.16 B un
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espectro de absorcion de las nanoparticulas superpuesto a la emision de los cloroplastos.
Adicionalmente, en la Fig. 7.16 se incluyd una matriz de emisién de las nanoparticulas y
de un extracto de pigmentos a modo de visualizar las dreas en donde se observa excitacion

y emisién para ambos sistemas.
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FIGURA 7.16: Superposiciones espectrales para la emisidn y absorcion entre cloroplastos
y nanoparticulas nano-CB y matrices de emision de cada sistema.

Como se puede ver la Fig. 7.16 A hay una gran drea donde se superponen los espectros de
absorcion y emision de nanoparticula y clorofilas, respectivamente. Esto permitiria nueva-
mente la transferencia de energia desde la nanoparticula hacia los cloroplastos. Por otro
lado, la transferencia inversa desde los cloroplastos hacia la nanoparticula es menos pro-

bable (Fig. 7.16 B).

Dadas las propiedades 6pticas ya mencionadas de las nano-CB, tanto a longitudes de on-

da de excitaciéon de 320 nm como de 360 nm se obtienen espectros de fluorescencia de
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maxima intensidad. Si bien el experimento siguiente donde se combinaron cloroplastos y
nano-CB se estudid excitando a 320 nm, 360 nm y 480 nm, los dos primeros para excitar
la nanoparticula y el tercero a los cloroplastos, la absorcién de los cloroplastos a 320 nm es
muy alta y la distorsion de los espectros de emisién fue considerable. Por ello se muestran

unicamente los resultados excitando a 360 nm y 480 nm.

De forma analoga a los experimentos de la seccion anterior, se realizaron distintas me-
diciones de fluorescencia de mezclas de cloroplastos y nanoparticulas nano-CB. En la
Subseccion 7.2.10 de materiales y métodos de este capitulo se informaron los volume-
nes utilizados y concentraciones finales de las muestras estudiadas (Tabla 7.1). Para los
controles con nanoparticulas solas se tomaron los mismos volimenes que en las mezclas
nanoparticula y cloroplastos, pero en lugar de volimenes de cloroplastos se utilizé buffer.
Similarmente para los controles con cloroplastos solos en vez de tomar un volumen cre-
ciente de nanoparticulas se tomé un volumen creciente de agua Milli-Q. El procesamiento
de datos fue similar al de la seccién anterior, primero se corrigieron los espectros de fluo-
rescencia por efecto de filtro interno y luego se aplicé un factor apropiado correspondiente
a la dilucion entre las muestras a cada uno de los espectros corregidos. Los resultados ex-
citando a 360 nm se muestran en la Fig. 7.17, los resultados excitando a 480 nm en la

Fig. 7.18 y los espectros de absorbancia de las muestras y controles en la Fig. 7.19.

En la Fig. 7.17 se distingue una pequefia pero significativa disminucién, del orden del
10 %, de la emisién a 680 nm de los cloroplastos a concentracién creciente de nanoparti-

culas, bajo excitacién a 360 nm.

En la Fig. 7.20, se muestran graficos de Stern-Volmer para el quenching de fluorescencia
de los cloroplastos en presencia de nanoparticulas. De acuerdo con los resultados obte-
nidos y los graficos de Stern-Volmer correspondientes a las Fig. 7.20A y Fig. 7.20B, se
observa un quenching de la emisién de los cloroplastos dependiente de la concentracion
de nano-CB. De forma similar a GQD, también se observa que dicho fendmeno alcanza la
saturacién a 1 x 10~* M de nano-CB. Nuevamente, la constante cinética asociada resul-
t6 mayor a 360 nm que a 480 nm, dada la menor superposicién de los espectros a 480

nm previamente revisada. Dichas constantes constantes presentaron valores de 4.03 x 103
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FIGURA 7.17: Espectros de fluorescencia corregidos por filtro interno y por la diluciéon
para las distintas muestras con excitaciéon a 360 nm.
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FIGURA 7.18: Espectros de fluorescencia corregidos por filtro interno y por dilucién para
las distintas muestras con excitacion a 480 nm.

M~'y3.84x10% M~ a 360 y 480 nm, respectivamente. A diferencia de lo observado
con GQD, se observé un comportamiento lineal bajo ambas longitudes de onda de exci-

tacién a partir de la ecuacién de Stern-Volmer modificada. Se obtuvo asi, una fracciéon de
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FIGURA 7.19: Espectros de absorbancia para las distintas muestras estudiadas.
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FIGURA 7.20: Graficos de Stern-Volmer y Stern-Volmer modificado para distintas muestras
de cloroplastos y nano-CB.

fluordforo accesible de 0.40 (40%) y 0.44 (44 %), y una constante cinética asociada de
5.72 x 10* M~y 2.09 x 10* M~1, bajo excitacién de 360 y 480 nm, respectivamente. La
constante de quenching resulté menor a 480 nm de forma similar a lo observado en GQD,

el cual puede asociarse al menor solapamiento espectral a esa longitud de onda.
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Comparativamente, entre GQD y nano-CB, se observé una reduccion similar de hasta el
40 % en la fluorescencia de los cloroplastos, siendo levemente mayor para nano-CB posi-
blemente debido a su mayor concentracién respecto a GQD. Dado que las nanoparticulas
poseen similar tamafio, la similitud en la de fluoréforo accesible a ambas nanoparticulas
(40 - 50 %) result6 coherente, siendo levemente mayor para nano-CB que para GQD. Por
tltimo, las constantes cinéticas observadas fueron similares entre si, del orden de 6 x 103 -
4 x 10* M1, siendo levemente mayor para nano-CB que para GQD. Como este parametro
es relativo a la concentracién de particula, la mayor constante asociada a nano-CB puede
atribuirse a un menor tamafio de particula, lo cual también permite justificar la mayor

fraccion de fluordforo accesible para nano-CB frente a GQD.

7.4. Conclusiones

En este trabajo se ha reportado el efecto de dos tipos de puntos cudnticos de carbono
(nano-CB y GQD) en la actividad fotosintética de plantas de achicoria. Se observé un
acentuado quenching de la fluorescencia de los cloroplastos, y a su vez se detectaron va-
rios efectos negativos en los parametros fotosintéticos de las hojas tratadas con ambos

tipos de nanoparticula.

Las nanoparticulas sintetizadas fueron fluorescentes con bajos rendimientos cuanticos de
fluorescencia, resultando GQD unas seis veces mds fluorescente que nano-CB, ambas con
tiempo de vida de fluorescencia del orden de 8 ns. El tamafio medio de particula para
GQD fue de 6 + 1 nm, mientras que para nano-CB se estimé un tamafio del mismo orden

O menor.

Respecto al efecto en hojas, ambas nanoparticulas redujeron el contenido de pigmentos
y el cociente Chl a, mientras el cociente Chls/Cars aumentd. Los cambios obtenidos en
el contenido de pigmentos son analogos a los que se observan frente a un fenémeno de
sombreado bien reportado en biliografia. La disminucidon el contenido de carotenoides su-
giere una reduccién del contenido de xantdfilas lo que conduce a una menor capacidad

para disipar energia en exceso de las hojas tratadas con nanoparticulas de carbono. Esto
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ultimo estd en concordancia con lo observado mediante la cinética de Kautsky, en la cual
el rendimiento cuantico del ®xpq se redujo en las plantas expuestas a las nanoparticulas.
Las variaciones en el contenido de pigmentos se reflejan a su vez en cambios similares en
los indices espectrales aqui presentados, los cuales guardan una relaciéon con el contenido

de clorofilas (NDVI, mNDVI, PSNDa y PSNDb) y carotenoides (PRI).

Luego, mediante la curva OJIP, se observé una disminucién dréstica de los rendimientos y
eficiencias asociadas a la actividad fotoquimica del PSI y de los electrones totales transpor-
tados a lo largo de la cadena. Habiendo observado tanto un quenching de la fluorescencia
de clorofila tanto en cloroplastos como en hojas, cuya fluorescencia es debida tanto por
el PSI como al PSII, un mecanismo hipotético es el quenching del estado excitado del PSI
producto de la presencia de las nanoparticulas de carbono. Dicho mecanismo es similar a
la accion del metil-viol6geno que estudiaron Schansker y cols.[104], en el cual también se
observé como cambio principal la reduccion de la fase I-P de la curva OJIP y los pardme-
tros derivados de ella. Ademas, este posible mecanismo es capaz de explicar la reducciéon
en el numero total de electrones transportados y de aceptores reducidos (inferido en fun-
cion de la reduccion de Sy, N y el area). Una transferencia de energia desde el PSI a
la nanoparticula, bloquea el transporte electrénico de la cadena fotosintética a nivel del
PSI. Al reducir la tasa de formacién de PSI™, los transportadores de electrones interme-
dios se quedan en estado reducido. Estando reducidos, no son capaces de aceptar nuevos
electrones provenientes del PSII, y finalmente se observa una reduccién en la cantidad de

electrones transportados y aceptores reducidos.

Si bien los cambios mads significativos en la curva OJIP se relacionan con la fase I-P dis-
cutida anteriormente, también se observé un aumento en ®pg; y en Fy Fy. Estos leves
cambios pueden explicarse mediante las variaciones en el contenido de pigmentos. El au-
mento aparente de la antena del PSII, aumenta la tasa de excitacién del RC del PSII y esto
conduce a un incremento en los pardmetros mencionados. Sin embargo, dicho aumento
en la actividad es inhibido por un bloqueo posterior en el transporte producto del efecto

inhibitorio de las nanoparticulas de carbono en la actividad fotoquimica del PSI.

Respecto a la actividad fotosintética bajo luz fotosinteticamente activa, en lineas generales
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se observé un incremento en el rendimiento cudntico fotofisico (®¢), una disminucion del
rendimiento cudntico del quenching no fotoquimico (®npq), mientras que el rendimien-
to cuantico del PSII (®pgrr) se mantuvo constante. El aumento en & puede explicarse
planteando una transferencia de energia entre las nanoparticulas de carbono y PSII. En el
experimento con cloroplastos y nanoparticulas, se observé disminucién de la fluorescen-
cia de los cloroplastos la cual es debida tanto por el PSI como el PSII, por ende, con este
experimento no es posible discernir si el quenching se presenta sobre PSI, PSII 6 ambos.
Por ende, es posible también una transferencia de energia desde el PSII a las nanopar-
ticulas de carbono. Siendo asi, la constante k- que combina los decaimientos fotofisicos
(fluorescencia y decaimiento no radiativo) aumenta producto de un nuevo paso de desac-
tivacién del PSII que no se engloba en las constantes asociadas a la fotosintesis (&, - fg,)
o el NPQ (knpg). El aumento de k. justifica el aumento en ®¢. Por otro lado, habiéndose
observado una disminucién en el contenido de carotenoides, los cuales son constituyentes
del ciclo de las xantofilas, serfa razonable que kxypg disminuyera producto de la menor
capacidad de las plantas tratadas con nanoparticulas de carbono de disipar el exceso de
energia por esta via. La disminucién en kypg justifica la disminucién en el onpq. Lue-
go, bajo las suposiciones anteriores, dado que k¢ aumenta pero el kypg disminuye, la
suma de los procesos que desactivan el RC del PSII se mantiene relativamente constante
(kc + kp - fo. + Enpg), y eso conduce a un ®psyp aproximadamente constante.

En resumen, se observo un deterioro en la actividad y eficiencia fotosintética de plantas de
achicoria en presencia de nanoparticulas de carbono, GQD y nano-CB. Dada la similitud
en las propiedades y caracteristicas de las nanoparticulas, el efecto que ambas tuvieron
sobre las hojas y cloroplastos fue similar, ya que en la mayoria de los casos no se observa-
ron diferencias entre los parametros fotosintéticos de plantas tratadas con GQD respecto
a aquellos correspondientes a nano-CB. Posiblemente, la similitud en las propiedades y en

las concentraciones de particula utilizadas sean las responsables de tal paridad de efectos.

A diferencia de otras referencias de puntos cudnticos de carbono, los cambios observa-
dos resultaron en esencia negativos para la salud de la planta. Cabe sefialar que las con-
centraciones aqui utilizadas de nanoparticula son mayores a las concentraciones medias
utilizadas en dichas referencia [1, 14, 17, 18].

Este estudio proporciona informaciéon novedosa sobre los efectos en la actividad fotoquimi-
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ca y fotosintética de cloroplastos y hojas, expuestas a puntos cudnticos de carbono. Dado
que se espera que la produccion y los usos de las nanoparticulas de carbono sigan aumen-
tando, su difusion en el medio ambiente continuard aumentando. Por lo tanto, es esencial
evaluar mejor el comportamiento y los impactos de estas nanoparticulas en los ecosiste-
mas. Por otro lado, se debe revisar en detalle el efecto de las mismas sobre los cultivos,
dado el impulso reciente para su uso como agroquimicos o en el delivery de compuestos
activos. Se necesitan con urgencia mds estudios para comprender las vias mecanicas de
penetracion, biodistribucién y sitios de accion de las nanoparticulas de carbono, particu-
larmente aquellas solubles en agua, en plantas, microorganismos y macroorganismos para
permitir, si es posible, un uso seguro de los mismos. También es esencial evaluar la influen-
cia de los parametros fisico-quimicos de las nanoparticulas de carbono en el impacto que
producen en plantas, tal como fue revisado aqui. Conocer los efectos de estos parametros

permitira desarrollar nanoparticulas de carbono més seguras.
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CAPITULO

Conclusiones y perspectivas

8.1. Conclusiones generales

En los ultimos afios se han realizado notables avances en el desarrollo de la nanotecno-
logia, lo que ha llevado al rapido desarrollo de aplicaciones comerciales que involucran
el uso de una amplia variedad de nanomateriales. Su uso extensivo puede resultar en la
descarga de estos materiales al medio ambiente. Aunque la investigacién y los informes
sobre los efectos de los nanomateriales en el medio ambiente se han multiplicado en la
ultima década, existen muchos vacios en el conocimiento sobre la toxicidad de las nano-
particulas (NP) y muchos problemas sin resolver. En esta tesis se ha asumido este reto y
se ha investigado la variacion de las propiedades épticas, espectroscépicas y fotoquimicas
del material fotosintético cuando interactia con nanoparticulas. Con el fin de investigar
nanoparticulas con diversas propiedades, se estudié el efecto de las NPs metdlicas (NpAu),
NPs de 6xidos metdlicos (magnetita) y NPs de carbono (nano-CB y GQD) sobre la activi-

dad fotosintética de las plantas desde una perspectiva fotoquimica.

De lo estudiado en esta tesis, en combinacion con informacion previa de literatura, se des-
prende que la interaccidn entre plantas y nanoparticulas es muy compleja y depende, por
un lado, de factores como: forma, tamafio, caracteristicas superficiales, quimica del ma-
terial, concentracién, propiedades opticas, etc., y por otro: de la planta (genotipo), edad,
suelo o medio que soporta el crecimiento de la planta, intensidad de iluminacién, via de
exposicién (raices, hojas, u otra), etc. Mientras que una gran cantidad de nanomateria-
les, tales como las nanoparticulas de carbono, segtn los resultados de esta tesis, provocan
efectos téxicos, muchas otras, como las nanoparticulas de magnetita, actian como regu-

ladores del crecimiento vegetal o de la actividad fotosintética, pudiendo asi favorecer el
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desarrollo de las plantas, anunciando su potencial aplicacion en la agricultura como ferti-

lizantes nanoparticulados.

Cabe sefialar que en esta tesis se logro sintetizar y caracterizar cada una de estas nano-
particulas. Dado que el tamafio de las nanoparticulas juega un papel importante en su
comportamiento, reactividad y toxicidad, no sorprende encontrar efectos tanto positivos
como negativos de las nanoparticulas en las plantas. Particularmente, a partir de la apli-
cacién de diferentes nanoparticulas en hojas, se observaron cambios en las propiedades
fotofisicas y se pudieron distinguir diferentes efectos en diferentes puntos de la cadena
de transporte electrénico a partir del registro de fluorescencia de clorofila. Sin embargo,
dadas las propiedades opticas de las particulas, en algunos casos, la sefial de fluorescencia
obtenida tuvo que ser cuidadosamente corregida o analizada, e incluso en algunos casos
se perdio la correspondencia de los parametros derivados de la presencia de NPs. Por otro
lado, se requirieron experimentos adicionales con cloroplastos para determinar una posi-
ble transferencia de energia o carga entre la NP y el/los RC de los fotosistemas, como fue

el caso de las NpAu y las NP de carbono.

Actualmente, las nanoparticulas se utilizan de forma intensiva, sin embargo no se puede
descuidar el medio ambiente. Es evidente que el efecto de las nanoparticulas depende
fuertemente de su concentracion. A partir de los resultados descritos aqui en los Capi-
tulo 6 y Capitulo 7, las nanoparticulas en exceso son dafiinas para las plantas, mientras
que, cuando estan presentes en trazas, pueden ser beneficiosas. Por lo tanto, la creciente
concentracién de nanoparticulas en el medio ambiente puede causar un grave impacto
en el futuro. Por otro lado, nanoparticulas compuestas de metales pesados, revisado en el
Capitulo 5, independientemente de su baja reactividad quimica, producen efectos esen-
cialmente téxicos. Luego, nanoparticulas de composicion a base de carbono y oxigeno
también pueden producir efectos adversos dado su pequefio tamafio y alta reactividad
quimica y fotoquimica, tal como fue explorado en el Capitulo 7. En ese sentido, no es sor-
prendente que las nanoparticulas con mayor cantidad de efectos beneficiosos reportados
en esta tesis sean las nanoparticulas de magnetita, ya que desde el punto de vista de su
composicidn, no estan compuestas de metales pesados o materiales con baja predominan-

cia en el suelo, y ademds contienen Fe (II) el cual es un nutriente vital para la planta.
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Tanto las nanoparticulas aqui estudiadas, dadas sus propiedades espectroscépicas (plas-
mon superficial (NpAu), semiconductor (MAG), y fluorescencia (CD)) y su capacidad para
aceptar electrones o energia de los RC de los fotosistemas, tienen potencial para su uso en

sensores o materiales hibridos con muiltiples aplicaciones.

Esta tesis proporcioné informacién novedosa a la literatura conocida al mostrar la influen-
cia de las nanoparticulas de 6xidos metalicos, metdlicos y no metélicos en las plantas.
Son pocas las investigaciones donde se realice un estudio fisicoquimico de la interaccion
de nanomateriales y plantas como el aqui descrito, ya que la mayor parte de la biblio-
grafia realiza un estudio morfoldgico que solo da cuenta de los efectos finales de dicha
interaccion. Sin embargo, se necesita mas investigacién para comprender los mecanismos
moleculares de la interaccién de las nanoparticulas en los vegetales y en otros organismos

fotosintéticos.

8.2. Perspectivas futuras

Si bien esta tesis ha logrado dar luz respecto a los interrogantes iniciales respecto al efecto
de las nanoparticulas en las plantas, ha impulsado nuevas preguntas que abren un camino
a recorrer a futuro. En lo que sigue se resumen las preguntas mas relevantes, las cuales

representan a su vez las perspectivas futuras del trabajo de tesis presentado:

Dependencia del efecto del tamaiio de las nanoparticulas en las plantas

Aunque a lo largo de la tesis se utilizaron nanoparticulas de distinto diametro, no se realizé
un estudio sistematico de variacién de los tamafios dentro de cada tipo de nanoparticula.
Una investigacion futura con foco en este aspecto seria muy interesante. A juzgar por los
métodos de sintesis, el tamafio de las nanoparticulas de oro seria el mas facil de modificar,
variando la concentracion del reductor y el estabilizador de superficie. Sin embargo, estu-
diar el efecto de los tamafios de NP en las plantas presenta un desafio en la interpretacién
de los resultados ya que una modificacién en las dimensiones va ligada a variaciones en
otras propiedades como su espectro de absorcién o emisién, reactividad, estabilidad en
suspension, etc. Es previsible, entonces, que haya una dificultad intrinseca en relacionar

los efectos que puedan encontrarse con cada variable por separado.
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Biosensores y materiales hibridos

La nanotecnologia tiene el potencial de habilitar propiedades funcionales nuevas en or-
ganelas y organismos fotosintéticos que permiten, en ciertos casos, mejorar el aprove-
chamiento de la energia solar y la detecciéon bioquimica. Si bien hay multiples reportes
de transferencia de carga o energia desde las NP a cloroplastos, todas las nanoparticulas
estudiadas en la tesis produjeron un quenching de la fluorescencia de la clorofila de las
hojas. Por un lado, las NpAu serian capaces de aceptar electrones desde el RC del PSII,
mientras que por otro, las NP de carbono aceptan energia desde ambos fotosistemas. Por
ende, dados los resultados presentados en la tesis, ni las nanoparticulas de oro ni las de
carbono inducen un aumento neto en la fotosintesis ya que ambas contribuyen a la pér-
dida de energia, la cual impacta negativamente en el desarrollo y la salud general de la
planta. Sin embargo, esta capacidad de ambas particulas de aceptar energia o carga de los
cloroplastos permite su potencial uso como materiales hibridos para el desarrollo de bio-
sensores. Para el caso de las nanoparticulas de magnetita no se encontrd evidencia de una
transferencia de carga o energia con los fotosistemas, pero dadas las propiedades magné-
ticas de las particulas es posible utilizarlas como sensores por si mismas. Actualmente hay
en desarrollo una gran variedad de nanoparticulas, usualmente funcionalizadas o unidas a
moléculas especificas, que son capaces de monitorear cambios en la concentracién de dife-
rentes compuestos objetivo en el interior de la célula. Los materiales hibridos compuestos
por nanoparticulas incluidas en material fotosintético, seran seguramente candidatos pro-

misorios para el desarrollo de nuevas metodologias de diagndstico en los préximos afios.

NP y su uso en la agricultura

Parte de la motivacion del estudio del efecto de las nanoparticulas en las plantas estu-
vo dividida entre los posibles efectos negativos que pudieran aparecer, producto de su
presencia en el medio ambiente, y los posibles efectos positivos para su utilizacién como
agroquimicos inteligentes. En este ultimo caso, no solo se debe revisar que los nanomate-
riales utilizados no produzcan toxicidad o consecuencias adversas a la salud de la planta,
sino también debe tenerse en cuenta la capacidad del nanomaterial de permanecer y bio-
acumularse en el suelo o fuentes de agua. Es importante, también, comparar los efectos

positivos con los del material a granel o sus respectivos andlogos convencionales. En ese
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sentido, los resultados presentados en esta tesis no dan cuenta de ello, al no estudiarse
comparativamente el efecto de, por ejemplo, nanoparticulas de magnetita y magnetita
en suspension o a granel. De esta forma, para el desarrollo de nanotecnologias para una
agricultura sustentable es necesario que se realicen estudios donde se investigue especifi-
camente la mejora real en el crecimiento o desarrollo de la planta (en el caso que se trate
de un fertilizante) entre la aplicacién de nano-formulaciones y el material a granel o sus
andlogos convencionales, asi como su permanencia en el suelo y posible bioacumulacién y
expansién en la cadena trofica. Es vital que se inviertan importantes esfuerzos de investi-
gacién en el desarrollo de productos novedosos que sean realmente competitivos y tengan
el potencial de hacer que la agricultura del mafiana sea mas sostenible. Se espera que
la aplicacion responsable de las nanotecnologias pueda desempefiar un papel importante

para alcanzar este objetivo.
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Apéndices
A. Parametros derivados del transiente OJIP

TABLA A.1: Ecuaciones y definiciones de los parametros OJIP (basadas en la informacion
presentada por Stirbet, Strasser, Kalaji y colaboradores ([1-3]). Para mayor claridad, se
han simplificado varias notaciones y definiciones de los pardmetros OJIP utilizados..

Parametro Definicion

Pardmetros bdsicos derivados de la curva

Primer valor de fluorescencia confiable después
Fy, = Fypus 0 Fo,, del inicio de la iluminacién actinica; utilizado

como valor inicial de la fluorescencia

Maxima intensidad de fluorescencia de clorofila
Fu medida cuando todos los centros de reaccion del

fotosistema II (PSII) estan cerrados.

F, Intensidad de fluorescencia al tiempo t
Fr = F30ms Valor de fluorescencia a 30 ms (nivel I)
F; = Fos Valor de fluorescencia a 2 ms (nivel J)
Fr = F300us Valor de fluorescencia a 300 us

Fluorescencia de clorofila variable maxima(Fm
Fv
-Fo)

Continua en la siguiente pdgina
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Tabla A.1 — Continua desde la pdgina anterior

Parametro Definicion
- Cociente relacionado al rendimiento cudntico
LV
Fyp , .
maximo del PSII
h Valor que es proporcional a la actividad del com-
£V
o

plejo separador de agua en el lado del PSII

Pardmetros técnicos de fluorescencia

_ F-F
Vi= Fa—Fo

Vv:Ft—FO

Area

Moy = (dV/dt), = 4ms~" - FE=1b

Sy = Area
M Fanr—Fsous

Fluorescencia relativa variable de Chl
Fluorescencia variable de Chl
Area entre la curva OJIP y la linea F = FM

pendiente inicial de Vt que describe directamen-
te el fluyjo de captura TRo/RC; por tanto, es-

ta relacion también expresa la tasa de acumu-

lacién de centros de reaccion cerrados; % =
A~
AF — A( QAtotal)
(FN17F0)~At0 Atg

Valor aproximado de la pendiente inicial de la

curva OJIP (para Fo = F50us)

Area normalizada, proporcional al numero de
portadores de electrones tamafio del pool de

PQ ~ energia necesaria para cerrar todos los RC

Continua en la siguiente pdgina
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Tabla A.1 — Continua desde la pdgina anterior

Parametro

Definicion

Sm

trm

N =S8y

trm

la relacion que representa el estado redox pro-
medio de QA en el lapso de tiempo de 0 a TFM
y, concomitantemente, la fraccién promedio de
centros de reaccién abiertos durante el tiempo

necesario para completar su cierre.

Numero de rotacién, es el nimero total de elec-
trones transferidos a la cadena de transporte
de electrones (niimero de cambios redox de () 4

hasta que se alcanza Fm)

Tiempo para alcanzar el valor maximo de fluo-

rescencia FM

ABS 0 Japs =TR+ DI

DI =Jps
ET = Jegr20
RE = JrE10

Definiciones de flujos de energia (notacion simplificada de [1])

Tasa de absorcién de fotones por antena PSII to-

tal, denotada como flujo de fotones absorbidos

Tasa de disipacion de energia en todos los PSII,
en procesos distintos al atrapamiento - denota-

do como flujo de energia disipada

Flujo de transporte de electrones de QA a QB

Flujo de transporte de electrones hasta los acep-
tores de PSI (definido en t = 30 ms, correspon-

diente al nivel I)

Continua en la siguiente pdgina
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Tabla A.1 — Continua desde la pdgina anterior
Parametro Definicion
Tasa de atrapamiento de excitones (que condu-
TR = Jrgr ce a la reduccién de QA) por todos los flujos de
excitones atrapados denotados por RC de PSII
TRy = Jrro Flujo de exciton atrapado maximo (inicial)

Rendimientos cudnticos y eficiencias/probabilidades

Ppo =

Ver =

ORE =

Opr =

TR, _1_ Fo

ABS — For

TR _ 1 _ F _ _
ABS — Fu ®po-(1
ET _ 1 _ F; _ _
ABS — Fu Ppo- (1

ET _

RE __
TR=1-Vi
RE _ 1=V
ET — 1=V,
DI _ Fy
ABS — Fu

Rendimiento cuantico maximo de la fotoquimi-

ca primaria de PSII

Rendimiento cuantico de la fotoquimica prima-

ria de PSII

Rendimiento cudntico del flujo de transporte de

electrones de QA a QB

Rendimiento cuantico del flujo de transporte de

electrones hasta los aceptores de electrones PSI

Eficiencia / probabilidad con la que un electréon

atrapado en PSII se transfiere de QA a QB

Eficiencia / probabilidad con la que se transfie-
re un electrén atrapado en PSII hasta que los

aceptores de PSI

Eficiencia / probabilidad con la que se transfiere

un electrén de QB hasta los aceptores de PSI

Rendimiento cuantico de disipacién térmica

Flujos de energia especificos (por centro de reaccion PSII activo)

Continua en la siguiente pdgina
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Tabla A.1 — Continua desde la pdgina anterior

Parametro

Definicion

ABS _ Mo , _1
RC — V; " ®po

Vi _
ABS_(I)PO'W_

DI oV _  Fm
RC — t,V;  Fo

TR Mo

RC

_ Chlgc
YRC2 = Chlior

YRC2

(1-vRC2)

Flujo medio de fotones absorbidos por centro
de reaccion PSII (o también, tamafio de antena

aparente de un PSII activo)

Numero de RC reductores de QA por antena

PSII Chl

Disipacion de energia efectiva in RC activos

Tasa de atrapamiento maxima de los fotones ab-

sorbidos en RC

Flujo de transporte de electrones de QA a QB

por RC-PSII

Flujo de transporte de electrones hasta los acep-

tores de PSI por RC-PSII

Probabilidad de que un PSII Chl funcione como

RC (ver RC/ABS)

ABS __ ABS

TR _ TR . ABS

ET _ ET  ABS

s, = by s, =

Flujos/actividades de energia fenomenoldgica (por seccion transversal excitada CS)

Flujo de fotones absorbido por seccidn trans-
versal (o también, tamafio aparente de antena

PSII)

Flujo maximo de excitén atrapado por secciéon

transversal

Flujo de transporte de electrones de QA a QB

por seccion transversal

Continua en la siguiente pdgina
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Tabla A.1 — Continua desde la pdgina anterior

Parametro Definicion

Flujo de transporte de electrones hasta acepto-
RE _ RE _ABS

res de PSI por seccién transversal

El nimero de RC PSII activos por seccion trans-
RC _ RC . ABS

versal

Indices de rendimiento (combinacién de pardmetros)

Indice de rendimiento para la conservaciéon de

_ _Yrc2 ._%po Vgt ’ .
Plaps = G25555 Tobro) G-t or) energia de los fotones absorbidos por la antena

PSII, hasta la reducciéon de QB

Indice de rendimiento para la conservacién de
PIYML = Plypg - % energia de los fotones absorbidos por la antena

PSII, hasta la reduccion de los aceptores PSI

Indicador de estructura y funcionamiento del

SFlsps = £ - ®po - Ppr -

Fuerzas impulsoras (fuerzas impulsoras totales de la actividad fotoquimica)
DFi% = log (PIYEL) Fuerza motriz en base a absorcién

z l Fuerza impulsora en base de la seccién transver-
total __ tota
DFEL = log(PI&L) |

sa

Constantes de tasa de desexcitacion de la antena PSII

La constante de velocidad de desexcitacion no

fotoquimica en las antenas excitadas (via no fo-

ABS
kn =kr - 5>

toquimica) ; kF es la constante de velocidad pa-

ra la emision de fluorescencia

Continua en la siguiente pdgina
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Tabla A.1 — Continua desde la pdgina anterior

Parametro

Definicion

_ kp-ABS'Fy, _ Py
kp = Fo-Fg kN Fo

Constante de velocidad de desexcitaciéon foto-
quimica en las antenas excitadas (via fotoqui-

mica)

Conectividad entre unidades del PSII

1/5
_ F;—F
WE - 1 - [FJiFS(f;s:|

_ Fioops—Fs0us
W= Fy—Fsous

C = Wg—W
W-(1-Wg-Vy)

_ P%Ous
pac =0C (FJ_FE)Ous)

Fy
P2G~(F5é‘£s—1>
" e ()
+p2G- -1

FBO#S

Fy—Fsous
w = LA oUpS
Far

Valor derivado del modelo relativo a la fluores-
cencia variable a 100 us calculado para unida-

des de PSII desconectadas

Fluorescencia variable relativa a 100 us

Constante de curvatura de la fase inicial de la

curvaO -J

Probabilidad global de agrupacion

Parametro de conectividad

Probabilidad de la conectividad entre unidades

del PSII
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B. Parametros derivados de la cinética de Kautsky

TABLA B.2: Definiciéon de parametros y cocientes de fluorescencia de clorofila (Chl) a
partir de las sefiales medidas durante la cinética de induccion (efecto Kautsky) de hojas
con el fluorémetro de pulso modulado.

Célculo Definicion

Valores de fluorescencia obtenidos directamente de la curva

Fo = Fous 0 Fro,,, Primer valor de fluorescencia fiable tras el inicio de la
iluminacién; utilizado como valor inicial de la fluores-
cencia

Fum Valor de fluorescencia en el pico de la curva OJIP; va-

lor maximo bajo iluminacién saturada a partir de una
muestra previamente adaptada a la oscuridad

Fv=Fu —Fy fluorescencia variable en el estado adaptado a la os-
curidad
Fg Nivel de fluorescencia en estado estacionario inducido

por luz actinica

Fu' Méxima fluorescencia en el estado de adaptacion a la
luz de las hojas (inducida por una luz saturada)

Cocientes de fluorescencia

Fv/Fum Cociente relacionado con el rendimiento cuantico ma-
ximo de PSII

Fv/Fy Cociente proporcional a la actividad del complejo de
divisién del agua en el lado donante del PSII

Rendimientos cuanticos bajo aclimatacion actinica

& =Fg/Fu Rendimiento cudntico del decaimiento fotofisico, in-
cluye decaimiento no radiativo, cruce entre sistemas y
fluorescencia.

_ Fs-(Fu—Fum) .. P . ;.

PNPQ = Ty Rendimiento cudntico del quenching no fotoquimico
(NPQ)

Ppgrr = F“ﬁiIGFS Rendimiento cudntico real o efectivo de conversion fo-

toquimica del PSII

Parametros derivados asociados al aprovechamiento de la energia

PSiate = Ppsn - LA Tasa fotosintética estimada del PSII
qp = 1;11‘31:55 Quenching fotoquimico

_ Fu—FM' i {mi
qnp = TR Quenching no fotoquimico
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