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Resumen
El cambio climatico es una de las grandes amenazas para la produccidn agricola, al intensificar y

aumentar la frecuencia de estrés abidticos como las altas temperaturas, sequia o alta radiacién
luminica que afectan negativamente al crecimiento y desarrollo de los cultivos. Estos factores
ocurren de manera simultanea en la naturaleza provocando que las plantas respondan con
cambios fisioldgicos o moleculares que les permitan su adaptacién a las condiciones de estrés
ambiental. Las respuestas de aclimatacidn son especificas a la combinacién de estreses y no se
pueden extrapolar de las respuestas que realizan las plantas frente estreses individuales. Por lo
qgue comprender las respuestas vegetales a la combinacién de estreses se ha convertido en una
de las principales necesidades para poder desarrollar cultivos tolerantes a las nuevas

condiciones climaticas.

En este trabajo se han analizado diversos estudios donde se han estudiado las respuestas
fisiolégicas y moleculares de Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum en condiciones de
estrés térmico y luminico, y estrés térmico e hidrico aplicados individual y conjuntamente para
poder comprender el efecto que tienen la altas temperaturas en combinacidn con otros estreses

abidticos.

Tras analizar trabajos recientes sobre el estudio de respuestas vegetales, se ha visto que el
principal efecto que tienen las altas temperaturas es la generacion de la fotoinhibicion del
fotosistema Il viéndose incrementado los dafios en combinacion de estreses, junto con la menor
actividad enzimatica antioxidante en proporcion a la mayor produccion de especies reactivas de
oxigeno. Ademas, la combinacién de estreses produce un aumento en los dafios que sufren las
plantas y en funcién del tipo de estrés con el que se combine el estrés térmico las respuestas

vegetales varian, pese a tener en comun las altas temperaturas.

Palabra clave: estrés térmico; estrés luminico; estrés hidrico; combinaciéon de estreses;

respuestas vegetales; actividad fotosintética.

Pagina | 1



Abreviaciones

ABA
ACO;

Aos

APX
AsA
G
CAT
CcT
Cvl
Cv2

DHAR

ECO;
FT

Fv/Fm

GPX
GR
gs
GSH
HL

HT o HS

Acido abscisico
Concentracion CO, ambiental

Arabidopsis thaliana deficiente
en sintesis de acido jasmadnico.

Ascorbato peroxidasa

Ascorbato, acido ascdorbico
Concentracion intracelular de CO;
Catalasa

Control

Cultivo de tomate “Sufren NO.14”
Cultivo de tomate “Jinlingmeiyu”

Monodehidroascorbato
reductasa

Tasa de transpiracion
Elevada concentracion de CO;
Factor de transcripcion

Eficiencia cuantica maxima de los
procesos fotoquimicos del PSII

Glutation peroxidasa
Glutatidn reductasa
Conductancia estomatica
Glutatidn

Estrés luminico

Estrés térmico

HT+HL

HSF

HSP
JA
MDA

MDHAR

NPQ

P

PSI

PSII

Qa
qPoqL
ROS

RuBisCO

RWC
SA

Sid2-1

SOD

$PSII

Combinacidn de estrés térmico y
luminico

Factor de transcripcion de
choque térmico

Proteinas de choque térmico
Acido jasménico o jasmonato
Malondialdehido

Monodehidroascorbato
reductasa

Coeficiente de enfriamiento no
fotoquimico

Fotosintesis neta
Fotosistema |

Fotosistema

Quinona A

Enfriamiento fotoquimico
Especies reactivas de oxigeno

ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa

Contenido relativo de agua
Acido salicilico

Arabidopsis thaliana deficiente
en ICS1

Superéxido dismutasa

Rendimiento cuantico de la
fluorescencia (Fy/Fur)
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1. Introduccién

Las plantas al ser organismos sésiles se ven sometidas a condiciones ambientales y factores
externos que pueden alterar su crecimiento y desarrollo negativamente, produciendo dafios e
incluso la muerte. Esto ha llevado a las plantas al desarrollo de diversas estrategias de
adaptacion a las condiciones de estrés cambiantes a las que se ven sometidas, mediante cambios

morfoldgicos, bioquimicos y moleculares. (Guo et al. 2016)

Las condiciones medioambientales desfavorables se pueden clasificar en estrés bidtico si es
originado por la accién de otros seres vivos que rodean a la planta; como infecciones por
patégenos o ataques de herbivoros, o en estrés abidtico, si es originado por cambios en el medio
externo de la planta; como sequia, calor, carencia de nutrientes, salinidad o metales téxicos en

el medio (Gull, Ahmad Lone, and Ul Islam Wani 2019).

1.1. Efectos del cambio climatico

El cambio climatico ha causado un incremento de la temperatura media del planeta, cuya
consecuencia son temperaturas mas calidas que producen cambios en los patrones de lluvias,
aumento de sequias y contaminacién de los suelos de cultivo, potenciando el dafio en los
cultivos (Nadeem et al. 2018). Durante el Ultimo siglo se estima que la temperatura ha
aumentado aproximadamente 1,52C en la mayoria de las areas de cultivo, y se espera que siga
incrementando en los préximos afios haciendo que la produccién agricola y la seguridad
alimentaria global se vean directamente afectadas por el calentamiento global (“IPCC —

Intergovernmental Panel on Climate Change” n.dc).
Cambio en la temperatura media en superficie (1986-2005 a 2081-2100)

[ S I — i |

e

2 15 -1 =05 0 05 * 15 2 3 4 S 71 9 mn
Figura 1. Prediccion de cambios en la temperatura media en la superficie para el 2100. La escala de colores indica el
aumento o disminucion de los grados Celsius. (“IPCC — Intergovernmental Panel on Climate Change” n.dc ).

La intensificacion y aumento en la frecuencia de las situaciones de sequia, toxicidad de los
suelos, y elevadas temperaturas han hecho que el estrés abidtico sea considerado como la
principal causa de perdida de los cultivos en el mundo, se estima que reduce la produccion en

un 50% (Guo et al. 2016, Zhu. 2016). Se ha de tener en cuenta que la gravedad de la pérdida de
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las cosechas depende de la intensidad, duracidn y etapa de desarrollo de la planta (Singh,

Dhanapal, and Yadav 2020).

1.2. Combinacion de estreses

Pese a la existencia de una gran variedad de estudios basados en como un Unico estrés abiético
afecta a las plantas, en la naturaleza o zonas de cultivo, generalmente las plantas no se
encuentran Unicamente bajo un sola condicién de estrés sino suelen ser varios factores los que

producen estrés a las plantas, lo que se conoce como estrés combinado (Rizhsky et al. 2004).

Alolargo de los afos se ha obtenido gran informacidn sobre como responden las plantas cuando
se encuentran en presencia de estrese abidticos aplicados de manera individual, pero los
resultados que se han ido obteniendo no se pueden usar para comprender los efectos que
tienen en las plantas la combinacidn de dos o mas estreses (Zandalinas et al. 2018). La finalidad
de estudiar la combinacién de estreses es conseguir reproducir al maximo las condiciones a las
que seran sometidas las plantas en un cultivo en el campo, de otra manera no se podria obtener
una visidon aproximada de cémo realmente las plantas se comportan bajo un conjunto de
estreses y asi poder obtener cultivos mejor adaptados a las situaciones de estrés ambiental

(Mittler 2006).

Estudios como los de Zandalinas et al. 2016, Mittler 2006 y Rizhsky et al. 2004 donde se estudia
la combinacidon de sequia y calor, evidencian que la combinacién de estreses tiene efectos
especificos y diferentes en las plantas a los que se obtienen cuando son aplicados de manera
individual. Por lo que sugieren la importancia de desarrollar estudios basados en la combinacién
de estreses, debido al poco conocimiento que se tiene de cémo los mecanismos moleculares de

respuesta a la combinacion de dos estreses diferentes actlan para la aclimatacién de la planta.

Entre los estreses abidticos de mayor repercusidn en las plantas se debe destacar las elevadas
temperaturas, cada vez mas comunes debido al cambio climatico (Guan et al. 2019). Junto a las
elevadas temperaturas es habitual tener condiciones de sequia o elevada intensidad luminica,
tendiendo a manifestarse de manera conjunta en las areas de cultivo, especialmente en los
periodos de verano (Sun et al. 2018, Duan et al. 2017). Realizar estudios para conocer las
respuesta vegetales y mecanismos de resistencia que presentan las plantas ante la combinacion
de estrés térmico con elevada intesidad luminica o deficit hidrico ayudaran a revelar las
estrategias de adaptacion de las plantas a las condiciones de medioambiente cambiantes (Sun

et al. 2018, Duan et al. 2017).
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1.3. Respuestas vegetales

Las condiciones cambiantes del medio ambiente que afectan negativamente al crecimiento de
las plantas y su produccion generan una amplia gama de respuestas en las plantas. Entre las
respuestas principales ademas de las respuestas morfoldgicas y bioquimicas de las plantas a los
estreses, estas también dan una respuesta fisioldgica y producen cambios moleculares (Baillo et

al. 2019, Zandalinas et al. 2018).

1.3.1. Respuestas moleculares

Las células vegetales perciben los estimulos de estrés a través de varios sensores que a su vez
activan la sefializacién de diversas vias que implican mensajeros secundarios, fitohormonas,
transductores de sefiales y reguladores de la transcripcidon. Por tanto, multiples sefiales
convergen en la regulacion de genes inducibles que codifican para proteinas y enzimas, que
contribuyen a la generacién de una respuesta de aclimatacion para un determinado estimulo

(Choudhury et al. 2017).

Estrés oxidativo
La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es un fendmeno habitual en las plantas,
tanto en condiciones normales como estresadas. Sin embargo, en condiciones desfavorables de
estrés se produce una acumulacidon excesiva de ROS excediendo la capacidad del sistema

antioxidante produciendo el dafio oxidativo (Hasanuzzaman et al. 2019).

En condiciones normales las especies reactivas de oxigeno reaccionan con una gran variedad de
moléculas bioldgicas en las células vegetales actuando como moléculas de transduccién de
sefiales e incluso una pequena cantidad de ROS actian como sefial para inducir respuestas hacia
el proceso de adaptacion (Choudhury et al. 2017). Cuando se produce su acumulacion y se
rompe el equilibrio entre su generacién y eliminacion pueden provocar graves daifos como
inactivacidon de enzimas fotosintéticas, peroxidacién de la membrana, oxidacion de acidos grasos
y proteinas, alteracién de la conductancia estomatica y del aparto fotosintético (Hasanuzzaman

et al. 2017).

El sistema de defensa antioxidante de las plantas encargado de eliminar el exceso de ROS estd
compuesto por elementos no enzimaticos y enzimaticos. Los componentes no enzimaticos
incluyen tampones redox celulares como el ascorbato (AsA) y glutatién (GSH), ademas de
carotenoides, flavonoides, alcaloides y tocofenoles. Los componentes enzimaticos del sistema
de defensa antioxidante consisten en una serie de enzimas antioxidantes como la superdxido

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX) y las enzimas del ciclo de ascorbato-
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glutation (AsA-GSH), ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),

dehidroascorbato reductasa (DHAR) y glutation reductasa (GR) (Hasanuzzaman et al. 2019).

La SOD es considerada la primera linea de defensa antioxidante al realizar la conversién del
anion superodxido (0Oz) en O, y H,0,. El H,0; sigue siendo un compuesto téxico para la planta,
por ello la CAT junto con el ciclo Asa-GSH llevan a cabo la eliminacion del exceso de H,0.. El ciclo
Asa-GSH estd compuesto por cuatro elementos enzimaticos APX, MDHAR, DHAR y GR y dos
elementos antioxidantes, AsA y GHS. APX mediante la peroxidacién de AsA y generando el radial
monodehidroascorbato (MDHA) reduce el H,0, a H,O, realizando asi el proceso de
desintoxicacién. Posteriormente MDHA se reduce directamente a AsA por MDHAR o genera
dehidroascorbato (DHA). El DHA generado es usado por DHAR para reducir DHA a AsA usando
como reductor a GSH, por lo que DHAR ayuda a la regeneracion de AsA y juega un papel
importante en su mantenimiento. La regeneracion de GSH también es importante para el
proceso de desintoxicacién, por eso se regenera a partir de los dimeros de glutatidon oxidacion

(GSSG) a través de la GR dependiente de NADPH (Fig. 2) (Pandey et al. 2015).

H;0, V AsA \ / GSSG v NADPH

H,0 X MOHA : GSH X NADP

DHA

Figura 2. Ciclo del ascorbato-glutation (Pandey et al. 2015).

Factores de transcripcion
Las plantas responden a las tensiones abidticas mediante cambios fisioldgicos y bioquimicos, los
cuales requieren la expresion de genes sensibles al estrés. Estos genes estan regulados por una
serie de factores de transcripcion (FT) (Guo et al. 2016). Los FT son reguladores esenciales de la
expresion génica, y se encargan de modular aspectos esenciales de la plantas, entre las que se
incluyen la respuesta a factores medioambientales, diferenciacion celular, desarrollo de érganos
y hormonas. Realizan un importante papel en la adaptacidon de las plantas al tener la capacidad
de interaccionar con secuencias de DNA especificas y con diversas proteinas en complejos

transcripcionales que regulan la expresion de varios genes (Baillo et al. 2019).

Entre los FT destacan los factores de transcripcidon de choque térmico (HSF), que desempefian
un papel crucial en la respuesta de las plantas ante varios estreses abidticos al regular la

expresion de genes sensibles al estrés, como las proteinas de choque térmico (HSP).
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Muchos estudios han informado sobre los roles centrales de los HSF en diversos estreses
abidticos, sin embargo, la mayoria de los estudios se realizan bajo un Unico estrés por lo que su

funcién en estreses combinados todavia no es muy conocida (Guo et al. 2016).

Las HSP comparten una estructura modular bien conservada que consiste en un dominio de
unién al DNA N-terminal caracterizado por un motivo central de hélice-giro-hélice. El dominio
se une especificamente a los promotores de elementos de estrés por calor para la posterior
activacion de genes inducibles por estrés (Guo et al. 2016) . Segun el peso molecular y la
homologia de sus secuencia, las HSP de la planta se pueden dividir en cinco familias diferentes:

HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y HSP20 (Huang et al. 2019).

Las HSP actian como chaperonas moleculares en las plantas para prevenir la agregacion de
proteinas y volver a solubilizar las proteinas desnaturalizadas, manteniendo la homeostasis del
plegamiento de proteinas (Guo et al. 2016). La desnaturalizacidon de las proteinas es una
consecuencia directa o indirecta de cualquier estrés, por lo que cualquier factor de estrés que
afecte al plegamiento de las proteinas induce la activacién de las HSP, que actuan como
amortiguadores contra el estrés ambiental. Inicialmente se creia que Unicamente estaban
involucradas en las respuesta de las plantas contra el estrés térmico; sin embargo, se ha
descubierto que estan implicadas en respuesta frente una gran variedad de estreses, como el

frio, la sequia, salinidad, luz intensa y radiacion UV (Jacob, Hirt, and Bendahmane 2017).

Fitohormonas

Ademas de ROS vy los FT, las respuestas de las plantas al estrés abidtico son mediadas por
fitohormonas. Son compuestos derivados de las vias biosintéticas de la planta que pueden
actuar en el lugar de sintesis o en otra regién de la planta, y se encargan de coordinan complejas

cascadas de sefializacidn para la adaptacién (Peleg and Blumwald 2011, Zandalinas et al. 2018).

El acido abscisico (ABA) es considerada la hormona principal en la respuesta de las plantas a un
estrés abiotico y tiene un papel importante en el proceso de aclimatacion de las plantas ante
diferentes estreses, incluyendo elevadas temperaturas (Zandalinas et al. 2016). La sintesis de
ABA es una de las respuestas mas rapidas de las plantas ante un estrés abidtico. Se ha visto
involucrada en el cierre estomatico reduciendo la perdida de agua por transpiracion vy
restringiendo el crecimiento celular (Peleg and Blumwald 2011). Estudios recientes sugieren que
ABA podria estar involucrado en respuestas de adaptacion de la planta ante sequia y calor, tanto

de manera individual como combinada (Suzuki 2016).
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Sin embargo, ABA no es la Unica fitohormona implicada en la aclimatacidn contra condiciones
adversas. El cido salicilico (SA) se ha visto que en respuesta a elevadas temperaturas tiene la
capacidad de proteger el fotosistema Il de la fotoinhibicidn consecuente al estrés térmico (Wang
et al. 2014). Por otro lado, pese a que el acido jasmdnico (JA) ha sido tradicionalmente asociado
en las respuesta de defensa contra estreses bidticos, se ha visto que cuando estd en sus formas
conjugadas, esta implicado en la respuesta contra estrés osmatico, calor, frio, sequia, intensidad

luminica y metales pesados (Balfagén et al. 2019).

1.3.2. Pardmetros fisiolégicos
La fotosintesis es considerada uno de los motores de la productividad de la planta, por lo que es
necesario comprender como las situaciones de estrés ambiental afectan a la capacidad
fotosintética. El fotosistema Il (PSll) es la parte mas vulnerable del aparato fotosintético, y a
menudo el dafio en el PSIl es la primera manifestacion de estrés. La fotosintesis es el proceso
por el cual la planta convierte el diéxido de carbono (CO;) en azlcares necesarios para el
metabolismo vegetal. La energia necesaria para completar este proceso proviene de la luz, la
cual es absorbida por los pigmentos fotosintéticos (clorofilas primarias y carotenoides) y puede

ser dividida en tres procesos generales:

i) Transporte de electrones y las reacciones de fotofosforilacidn. Las reacciones de
transporte de electrones tiene lugar en las membranas de los tilacoides del cloroplasto, y
las principales reacciones son debidas a la presencia de complejos de proteinas y
pigmentos llamados centros de reaccion, que actian como antenas de absorcion de la
energia procedente de la luz. En plantas superiores los centros de reaccién son el PSIl y
el fotosistema | (PS).

ii) Reacciones de fijacion de CO; en el ciclo de Calvin. Proceso por el cual el CO,, absorbido
de la atmédsfera por los estomas, es convertido en azlcares.

iii) Control de la concentracién de CO; intercelular mediante la mayor o menor apertura de
los estomas. El cierre y la apertura de los estomas regula la cantidad de CO, disponible,
limitando la fotosintesis en caso de condiciones de estrés ambiental. Los estomas ademas

de controlar el suministro de CO,, controlan la perdida de agua durante la transpiracion.

Existen dos sistemas principales que permiten la medicion de la capacidad fotosintética de las
hojas y que han sido principalmente aplicadas en el estudio de los efectos de estreses abidticos
sobre las plantas: sistemas de intercambio gaseoso, miden los flujos de CO; y H.0, vy
fluorémetros, que estiman la fotosintesis a través de mediciones de la fluorescencia de la

clorofila (Maxwell and Johnson 2000).
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Intercambio de gases
Los estomas son estructuras epidérmicas esenciales para la supervivencia de las plantas. Se
encuentran principalmente en la superficie de las hojas y consisten en un poro u ostiolo rodeado
por dos células parenquimdticas especializadas, conocidas como células oclusivas o guarda,
encargadas de regular la apertura mediante la integracion de diferentes sefiales, tanto
ambientales como intracelulares (Fig. 3). La importancia de los estomas radica en sus dos
funciones principales, que consisten en regular el intercambio de gases permitiendo la entrada
de CO, atmosférico y la pérdida de agua a través de la transpiracién. La habilidad de las plantas
para regular la apertura estomatica les permite responder de forma rapida ante los cambios
medioambientales. Entre los principales factores que afectan a la apertura y cierre estomatico
destacan, el estrés hidrico que provoca el cierre de los estomas para evitar la pérdida excesiva
de agua y las elevadas temperaturas que provocan la apertura de los estomas para tener una
mayor transpiracion y favorecer el enfriamiento de las hojas (Daszkowska-Golec and Szarejko

2013).

Vacuold

Estoma abierto

Figura 3. Diagrama de la estructura estomdtica.
La variacion en la apertura y cierre de los estomas ocasiona cambios en el intercambio de gases
gue pueden tener graves consecuencias en la fotosintesis, por lo que es importante estudiar
como se ven afectados los pardmetros de intercambio de gases. Las medidas mds directas y
rapidas que un sistema de intercambio gaseoso puede realizar son la fotosintesis neta (Pn) y la
tasa de transpiracion (E). De estas mediciones se pueden derivar otros parametros que permiten
calcular la conductancia estomatica de la hoja (gs) y la concentracién intracelular de CO; (Ci),

entre otros.

La conductancia estomatica, es la medida de la velocidad de paso del CO, que entra en las
plantas o el vapor de agua que sale a través de los estomas de la hoja. Los cambios en sus valores
se deben principalmente a cambios en la turgencia de las células guarda de los estomas, cuyos
cambios puede ser inducidos por factores ambientales como la luz, CO;, humedad o
temperatura, y por factores internos como el nivel de ciertos reguladores como el ABA vy las

citoquininas.
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Tanto gs como Ci son dos medidas muy relacionadas entre ellas, ya que una reduccion en la Ci
indica que una de las principales causas de la disminucién de Py, es la reduccidon de la
conductancia estomatica. Por el contrario, si se aprecia aumento en el Ci sugiere que una
disminucioén de la actividad fotosintética se debe a otros factores no relacionados con el estoma

(Reynolds et al., n.d.).

Fluorescencia de la clorofila
El principio subyacente en el andlisis de fluorescencia de clorofila se basa que en una hoja la
energia absorbida procedente de la luz puede tener tres destinos posibles: ser utilizada para
llevar a cabo las reacciones fotoquimicas del PSlI, pérdida en forma de calor en los complejos
del PSIl o bien en procesos de fluorescencia (Fig. 4). A esto ultimo es lo que se conoce como la
fluorescencia de la clorofila. Estos tres procesos ocurren en competencia, de modo que
cualquier aumento en la eficiencia de uno resultaria en una disminucion en el rendimiento de
los otros dos. Por lo tanto, al medir el rendimiento de la fluorescencia de clorofila, se puede
obtener informacidn sobre los cambios en la eficiencia de la fotoquimica y la disipacidn de calor

(Maxwell and Johnson 2000).

Fotosistema

|

Fotoquimica

W

Fluorescencia de la clorofila ™

Figura 4. Esquema de la distribucion de la energia luminosa absorbida por el PSIl. Imagen adaptada de Baker 2008.

Una vez que PSll absorbe luz y la quinona A (Qa) ha aceptado un electrén, no puede aceptar otro
hasta que haya pasado el primero a un portador de electrones posterior. Durante este periodo,
se dice que el centro de reaccidn estd "cerrado". En cualquier momento, la presencia de una
proporcién de centros de reaccidn cerrados conduce a una reduccion general en la eficiencia

fotoquimicay, por lo tanto, a un aumento correspondiente en el rendimiento de fluorescencia.

Después del cierre del centro de reaccion, la fluorescencia disminuye debido al aumento en la
velocidad a la que los electrones se transportan lejos de PSlI, lo que se denomina enfriamiento
fotoquimico y al aumento en la eficiencia con la cual la energia se convierte en calor, a este

proceso de le denomina enfriamiento no fotoquimico (Maxwell and Johnson 2000).

Existen varios parametros de la fluorescencia, pero los mas comunmente utilizados en estudios

de fisiologia vegetal son:
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- Rendimiento cuantico de la fluorescencia (¢pPSIl o Fq/Fr), mide la proporcidn de luz que
es absorbida por la clorofila asociada al PSll y que se utiliza en los procesos fotoquimicos.
Con este parametro se puede estimar la tasa de transporte de los electrones vy
proporcionar una indicacion fotosintética general.

- Enfriamiento fotoquimico (9P o ql), indica la proporcidn de centros de reaccidn del PSII
abiertos.

- Eficiencia cuantica maxima de los procesos fotoquimicos del PSIl (Fv/Fm), corresponde
a la eficiencia maxima a la cual la luz absorbida por el PSIl se usa para la reduccién de la
Qa. Tiene un valor 6ptimo de 0.83 independientemente de la especie vegetal, si se
obtiene un valor inferior puede indicar que una proporcién de centro de reaccién del
PSIl estan dafiados, lo que se conoce como fotoinhibicion.

- Coeficiente de enfriamiento no fotoquimico (NPQ), esta linealmente relacionado con la
disipacién de calor. Monitorea la tasa aparentemente constante para la pérdida de calor

del PSIl (Reynolds et al., n.d.).

2. Objetivo del estudio

El cambio climatico acentua las condiciones climaticas extremas que provocan pérdidas de los
cultivos, especialmente el aumento de las temperaturas que tiende a ir acompafiado por
situaciones de sequia o exceso de radiacién luminica. Las plantas responden a estas situaciones
de estrés ambiental mediante cambios moleculares y fisioldgicos para minimizar los dafios. Por
lo que es necesario tener una mejor comprension de las respuestas que llevan a cabo las plantas
en situaciones de estrés ambiental, para poder conseguir cultivos tolerantes a las nuevas

condiciones.

En este trabajo se analizaran los Ultimos avances en el conocimiento de las respuestas fisioldgica
y moleculares de las plantas sometidas a condiciones, por un lado, de estrés térmico y luminico
y, por otro lado, de estrés térmico e hidrico. Con el objetivo de estudiar el efecto que tienen las
altas temperaturas en combinacion con otros estreses, analizar el efecto de la combinacion de

estreses y evaluar estrategias que podrian favorecer a una mayor tolerancia.

Para ello, las plantas que se usardn como objeto de estudio seran Arabidopsis thaliana al ser un
organismo modelo y plantas de tomate (Solanum lycopersicum), que ademas de ser uno de los
cultivos mas valioso a nivel mundial, es usado como modelo de cultivo para las investigaciones
vegetales, siendo interesante conocer como S. lycopersicum responde ante situaciones de estrés

ambiental (Duan et al. 2017).
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3. Metodologia

Las busquedas bibliograficas se realizaron durante los meses de abril y mayo del 2020 en la base
de datos Pubmed. La finalidad de las busqueda era encontrar estudios actuales donde se
hubieran estudiado las respuestas fisiolégicas y moleculares de las plantas al ser sometidas a
condiciones de estrés ambiental. En particular se buscaron estudios que usaran A. thaliana o S.
lycopersicum en condiciones, por un lado, de estrés luminico y térmico y, por otro lado, en
condiciones de estrés hidrico y térmico, para ello se hicieron dos busquedas independientes. Los
términos empleados fueron: “Heat stress” “High temperaturas”, “High light”, “drought”,

“responses” “Arabidopsis” y “tomato”.

Las busqueda completas fueron: [(heat stress OR temperature [Title]) AND (high light [Title])
AND responses AND (arabidopsis OR tomato)], a la cual nos referiremos como primera busqueda
y [(heat [title] stress or temperature [title]) and (drought [title]) and (responses) AND
(Arabidopsis OR tomato)], a la cual nos referiremos como segunda busqueda. Ambas limitando

los resultados a los ultimos 5 afios

Para la seleccion de los estudios se aplicaron los siguientes criterios: en las condiciones de
estudio tenian que estar implicadas elevadas temperaturas, las respuestas vegetales debian
estudiarse en combinacién de estreses, ya fueran luminico y térmico o hidrico y térmico, no
tenia que haber presencia de estreses bidticos, y que se estudiaran la respuestas vegetales en
A. thaliana o en S.lycopersicum. Por tanto, todos aquellos articulos que no cumplieran con los

criterios de seleccion fueron excluidos.

La figura 5 muestra los resultados de las busquedas bibliograficas y seleccidn de los estudios. Se
obtuvieron 35 articulos como posibles candidatos, de los cuales 11 fueron de la primera
busqueda y 24 de la segunda. Tras aplicar los criterios de seleccién se descartaron un total de
21 articulos, quedando 14 como relevantes para el trabajo de revisidn. Después de evaluar los
14 estudios se excluyeron 5 mas debido a que los resultados que se obtienen en sus estudios no
mostraban datos suficientes para comprender el efecto de las altas temperaturas en las
respuestas vegetales. En total en este trabajo se estudian 9 articulos ( Balfagén et al. 2019,
Gerganova et al. 2016, Zhou et al. 2020, Zhou et al. 2019, Zhou et al. 2017, Abo Gamar et al.
2019, Kumazakiand Suzuki 2019, Raja et al. 2020 y Huang et al. 2019) que se centran en conocer
las respuestas fisiologicas y moleculares de A. thaliana o S. lycopersicum en condiciones de

estrés individual y combinado.
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Articulos potencialmente relevantes
encontrados (n= 35)
Primera busqueda (n=11)
Segunda busqueda (n=24)

No implican altas temperaturas o
combinacion de estreses (n= 10)

Estrés bidtico (n=3)

No usan A.thaliana o S.lycopersicum (n=8)

v

Tras aplicar criterios de seleccién (n=14)

l

Lectura critica

Descartados (n=5)

4

Seleccionados (n=9)
Primera busqueda (n=3)
Segunda busqueda (n=6)

Figura 5. Diagrama de flujo que muestra las busqueda bibliogrdficas y seleccion de estudios.
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4. Resultados
4.1. Respuestas fisioldgicas
4.1.1. Estrés térmico y luminico
La mayoria de las plantas que crecen bajo la luz solar de manera directa rutinariamente se
encuentran expuestas a elevadas intensidades luminicas que exceden su capacidad
fotosintética. Habitualmente la elevada intensidad luminica suele ir acompafiada por las altas
temperaturas. Ambas son condiciones que pueden afectar gravemente a la maquinaria

fotosintética y limitar el desarrollo y crecimiento de las plantas (Balfagdn et al. 2019).

Para comprender el efecto que tiene el calor en las plantas en presencia de estrés luminico se
han analizado 3 estudios ( Balfagdn et al. 2019, Gerganova et al. 2016 y Zhou et al. 2020). La
estrategia general para comprender las respuestas fisioldgicas de las plantas a estés individual
y combinado es crear cuatro condiciones ambientales, condiciones control (CT), estrés térmico

(HT o HS), alta intensidad luminica (HL) y la combinacién de ambos estreses (HT+HL).

Gerganova et al. 2016 estudiaron las respuestas de plantas de tomate en condiciones de HT, HL
y HL+HT sometiendo las plantas a estrés durante 6 dias. También estudiaron si el dafio causado
por el estrés era permanente o una vez cesa, las plantas tienen la capacidad de recuperar su
actividad, para ello volvieron a analizar varios valores tras 5 dias de recuperacion. Las
condiciones usadas para CT fueron 22°C de dia y 202 de noche (22/209C) y una intensidad
luminica de 250pumol m2s?, HT (38/292C y 250umol m2s?) HL (22/202C y 800umol m?2s?)y
HT+HL (38/292C y 800umol m2s?).

Zhou et al. 2020 estudiaron las respuestas de cultivos de tomate denominado “Qianxi” en las
cuatro condiciones ambientales, y si tras una primera ronda de estrés las plantas tenian mayor
tolerancia al estrés térmico. El ensayo consistié en someter a las plantas a estrés durante 5 dias,
dejar un periodo de recuperacién de 2 dias y a todas las plantas, a excepcion de la mitad de las
plantas control, someterlas a estrés térmico durante 2 dias. Las condiciones usadas fueron, CT
(252C/202C y 300umol m2s1), HT (38/332C 300umol m2s?), HL (25/202C y 900umol m2s?1)y
HT+HL (38/332C y 900umol m2s?). En la segunda exposicidn la intensidad luminica fue de 300
umol m2s?y 38/332C para todas las plantas, a excepcidn de la mitad de las plantas control que

siguieron a 252C/202C y 300umol m2 s,

Balfagdn et al. 2019 estudiaron el efecto sobre A. thaliana aplicando las condiciones de estrés
durante 7h y estudiando su capacidad de recuperacién tras 24h de la aplicacion del estrés. Las
condiciones usadas fueron: CT (232C y 50 pmol m2s?), HT (422C y 50 umol m2s?), HL (232Cy
600 umol m2s?) y en HT+HL (422C y 600 umol m2s?).
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Fluorescencia de la clorofila
En los trabajos de Balfagdn et al. 2019, Gerganova et al. 2016 y Zhou et al. 2020 se estudié el
efecto que tienen las condiciones de HL, HT y HT+HL en las plantas para evaluar como se ve
afectada la actividad fotosintética en condiciones de estrés. Los resultados de Balfagdn et al.
2019 mostraron que las plantas sometidas a HL y HT+HL presentaban una eficiencia cudntica
maxima de los procesos fotoquimico del PSIl mas disminuida que las sometidas a HT. En cambio,
en los resultados tanto de Gerganova et al. 2016 como de Zhou et al. 2020 se obtuvo que el
principal factor que afecta al PSll son las altas temperaturas y el valor de Fv/Fm en condiciones
de estrés luminico apenas se vio afectado. La contradiccion en los resultados de los tres estudios
podria ser debido a la diferencia en la duracidn de los tratamientos, ya que el estudio realizado
por Balfagdn et al. 2019 tuvo una duracién de 7h y por el contrario, los estudios de Gerganova

et al. 2016 y Zhou et al. 2020 tuvieron duraciones de 6 y 5 dias.

Al analizar como varian los valores de Fv/Fm a lo largo del tiempo en el trabajo de Zhou et al.
2020 se pudo apreciar que al inicio de los tratamientos las plantas que se vieron mas afectadas
fueron las sometidas a HL, pero con el transcurso de los dias se observé como en condiciones
de HL los valores de Fv/Fm acabaron siendo similares a los de control. Por el contrario, las
plantas tratadas bajo HT inicialmente no presentaron cambios con respecto al control, pero tras

3 dias de tratamiento sus valores disminuyeron (Fig. 6).

Por tanto, lo que muestran estos resultados es que la elevada intensidad luminica tuvo una
mayor afectacidon en la actividad fotosintética en estreses puntales, pero en condiciones de
estrés prolongado las plantas logran adaptarse, en cambio, las altas temperaturas tuvieron el
efecto inverso. En condiciones de estrés combinado independientemente de la duracién del
tratamiento los valores de Fv/Fm se vieron gravemente afectados, reduciendo la eficiencia
fotosintética de las plantas.
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Figura 6. Eficiencia cudntica mdxima de los procesos fotoquimicos del PSII (Fv/Fm) representada durante 5 dias, de plantas
sometidas a condiciones control, alta intensidad luminica (HL), altas temperaturas (HT) y combinacion de estrés. Imagen
obtenida de Zhou et al. 2020
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Gerganova et al. 2016 ademas estudiaron los valores de P y NPQ. Los datos que obtuvieron
también mostraron como inicialmente a los 2 dias de tratamiento gP se vio mas afectado en las
plantas sometidas a HL, en cambio, en condiciones de HT no hubo diferencias significativas con
respecto al control. Mientras que a los 6 dias de tratamiento las plantas tratadas a elevadas
temperaturas tuvieron valores inferiores y las tratadas con elevada intensidad luminica
presentaron valores control (Fig. 7A). En el caso de NPQ, se observé que las plantas bajo estrés
térmico aplicado tanto de manera individual como combinada eran mas sensibles que las
sometidas a HL. Por lo que estos mecanismos se vieron mas afectados por las altas

temperaturas.

Ademas, Balfagdn et al. 2019 y Zhou et al. 2020 analizaron la cantidad de luz absorbida que fue
usada para llevar a cabo los procesos fotoquimico midiendo Fv/Fm (Fig. 7B). Se volvié a apreciar
al inicio de los tratamiento las plantas que fueron tratadas bajo HL tuvieron una actividad
fotosintética mads afectada que las tratadas en condiciones de estrés térmico, pero en
tratamientos mas prolongados las plantas en HL tuvieron la capacidad de recuperar su actividad
obteniendo valores control y las sometidas a HT acabaron teniendo valores inferiores. En

combinacion de estreses desde el inicio el aparto fotosintético se vio gravemente dafiado.
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Figura 7. (A) Proporcion de centros abiertos del fotosistema Il (qP), evaluados tras 2 y 6 dias de tratamientos de estrés y
después de 5 dias de recuperacion.(B) Rendimiento cudntico mdximo del fotosistema evaluados durante 5 dias de estrés.
Se miden los valores de plantas sometidas a condiciones control (NT-NL), estrés térmico (HT-NL), estrés luminico (NT-HL)
y combinacion de estrés (HT-HL).(A) Imagen obtenida de Gerganova et al. 2016. (B) Imagen obtenida de Zhou et al. 2020

Por tanto, estos resultados sugieren que las elevadas temperaturas tuvieron efecto negativo
sobre la actividad fotosintética y que las plantas en condiciones de estrés luminico prolongado
tuvieron la capacidad de aclimatarse disminuyendo el nimero de centros abiertos del PSll y la
cantidad de energia usada para la actividad fotoquimica. Es decir, se muestra que uno de los
mecanismos que tienen las plantas para evitar la fotoinhibicién del PSIl por exceso de radiacion,

es limitar el uso de la energia de excitacién al aumentar el nimero de centros de reaccion
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cerrados. También se mostré que la combinacién de estreses provocd dafios mas graves sobre
la actividad fotosintética que la aplicacién individual de estreses. Ademads, los resultados de
Gerganova et al. 2016 mostraron que las plantas tratadas bajo combinacién de estreses no
tuvieron la capacidad de recuperar su actividad fotosintética, seguramente debido a un

deterioro de los centro de reaccion.

Caracteristicas estomdticas e intercambio de gases

Balfagdn et al. 2019 al analizar la apertura estomatica observaron el cierre de estomas en
condiciones de estrés luminico, y la apertura estomatica en los tratamientos de estrés térmico
y combinado (Fig. 8A). También se midié la temperatura de las hojas la cual en condiciones de
estrés térmico y combinado fue superior a la de las plantas control y tratadas a elevada
intensidad luminica (Fig. 8B). El hecho de observar apertura estomatica en las plantas tratadas
bajo combinacion de estreses podria sugerir que el efecto de las altas temperaturas
predominaron sobre la radiacion luminica. Ademas, el aumento de la temperatura en la
superficie de las hojas explicaria porque las plantas en condiciones de estrés térmico y
combinado promovieron la apertura estomatica, ya que al aumentar la apertura de los estromas
se favorece la transpiracion y enfriamiento de las hojas.
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Figura 8. (A) Apertura estomadtica y (B) Temperatura en la superficie de las hojas, de cultivos de Arabidopsis
sometidos a condiciones control (CT), estrés luminico (HL), estrés térmico (HS) y combinacion de estrés (HL+HS).
Imagen obtenida de Balfagon et al. 2019

Los estomas al regular el intercambio de gases su apertura o cierre estd estrechamente
relacionada con la actividad fotosintética de la plantas. Zhou et al. 2020 en su trabajo midieron
los pardmetros del intercambio de gases y obtuvieron que los valore de Py en las plantas
sometidas a estrés luminico fueron superiores a las plantas control, y que bajo condiciones de
elevadas temperaturas disminuia. Lo interesante de estos resultados fue que bajo condiciones

de estrés combinado Py no se vio afectada (Fig. 9A). La conductancia estomatica disminuyé en

Pagina | 17



combinacion de estreses, pero en los tratamiento de estrés individual aumenté (Fig. 9B) y la
transpiracion aumentd en todos los tratamientos, siendo mayor en HT y HT+HL (Fig. 9C). En
cuanto a los valores de C; se aprecid que a excepcién de las plantas sometidas a HT la cantidad
de CO; se redujo (Fig. 9D). La disminucién de Py que se aprecié en condiciones de estrés térmico
probablemente fuese debido a los dafios en el PSIl y no a una limitacién estomatica, ya que los
estomas en estas condiciones aumentaron su apertura y no se aprecid ningun cambio
significativo en gs e incluso Ci aumentd en comparacién al control. Por otro lado, en el caso de
las plantas tratadas bajo combinacion la reduccidn que se aprecié en gs y de Ci podria contribuir

a la reduccién de la actividad fotosintética.
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Figura 9. Paradmetros de intercambio de gases. (A) Tasa fotosintética neta (Py), (B) Conductancia estomdtica (gs),
(C) Transpiracion (E), y (D) Concentracion de CO; intracelular de cultivos sometidos a condiciones control, estrés
luminico (HL), estrés térmico (HT) y combinacion de estrés (HL+HT). Imagen obtenida de Zhou et al. 2020

Pigmentos fotosintéticos
Zhou et al. 2020 y Gerganova et al. 2016 estudiaron el contenido de los pigmentos fotosintético
y ambos estudios obtuvieron que el contenido de clorofila a y b disminuia en las plantas
sometidas a estrés combinado, en cambio en los tratamientos de estrés individual no se
apreciaron cambios significativos o su contenido aumentaba en condiciones de estrés térmico
(Fig. 10A, B). Estos resultados implicarian la reduccién de los pigmentos antena de los
fotosistemas hecho relacionado con la reduccién del crecimiento de las plantas y dafio en los

centros de reaccion de los fotosistemas.

También se evalud el contenido de carotenoides, el cual aumenté en todas las condiciones de
estrés (Fig. 10C). Los carotenoides tienen actividad antioxidante, por tanto, el aumento de su
contenido ayuda a prevenir la fotooxidacion de los pigmentos causado por el exceso de
produccién de ROS. Es esperable que las plantas ante estreses ambientales reaccionen con un

aumento de su produccion para protegerse de los dafios causados por el estrés luminico y
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térmico. El hecho de que las plantas bajo combinacién de estreses presentasen reduccion en el

contenido de las clorofila implicaria que el dafio generado es superior que los estreses

individuales.
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Figura 10. (A) Contenido de clorofila a, (B) contenido de clorofila b y (C) contenido de carotenoides en cultivos

control, estrés luminico (HL), estrés térmico (HT) y combinacion de estreses (HL+HT). Imagen obtenida de Zhou et

al. 2020.

Crecimiento de las plantas

Los cambios en el crecimiento de las plantas son los efectos mas evidentes que provocan las
condiciones ambientales estresantes. En Arabidopsis se observd que el mayor dafio en las
plantas fue causado por la combinacién de estreses y que en presencia de estreses individuales
no hubo cambios significativos en la morfologia de las plantas con respecto al control. Ademas,
en el tratamiento de estrés combinado la supervivencia de las plantas dejo de ser del 100% (Fig.
11A)(Balfagon et al. 2019). En S.lycopersicum si se observé disminucion del tamafio y del area
de las hojas en todas las condiciones de estrés. Las condiciones que mayor efecto tuvieron sobre
las plantas fueron las elevadas temperaturas, especialmente en combinacidn con estrés
luminico que fue donde mas variacion con respecto al control se aprecié (Fig. 11B) (Zhou et al.
2020). La reduccién del crecimiento de ambos tipos de plantas en combinacién de estreses se
correlaciona con la actividad fotosintética mds afectada que se obtuvo en los parametros de
fluorescencia de la clorofila. Y el hecho de que en Arabidopsis los tratamientos de estrés

individual no afectaran aparentemente al crecimiento de las plantas podria estar de nuevo

relacionado con la corta duracidn de los tratamiento.
CcT HL HS HL+HS

Figura 11. (A) Arabidopsis thaliana y (B) Plantas de tomate Qianxi sometidas a condiciones control,
estrés luminico, estrés térmico y combinacion de estreses. (A) Imagen obtenida de Balfagon et al.

2019. (B) Imagen obtenida de Zhou et al. 2020 .
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Cambios estructurales

Para determinar si la membrana lipidica de las células vegetales sufrid alguna lesidon durante la
exposicién a condiciones de estrés, Gerganova et al. 2016 midieron el contenido de
malondialdehido (MDA) usado como parametro para la medicidn de la peroxidacion lipidica de
la membrana. Se obtuvo que el contenido de MDA aumentaba significativamente en las plantas
tratadas en estrés luminico desde el inicio del estudio. Ademas, se observé como el dafio en las
membranas se incrementaba a mayor duracion del tratamiento, una vez se dejé de aplicar las
plantas recuperaron niveles control de MDA, por tanto, el dafio en las membranas no fue
permanente. En cambio, en situaciones de estrés combinado el contenido es MDA aumentd
significativamente con respecto al control a los 6 dias de tratamiento y tras el periodo de
recuperacion no disminuyeron los niveles de MDA (Fig. 12). El hecho de que en combinacion de
estreses el contenido de MDA fuese inferior al obtenido en HL sugiere que la presencia de altas
temperaturas mitiga los dafios oxidativos a nivel de las membranas, pero los dafios generados

son permanentes.
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Figura 12. Porcentaje de malondialdehido (MDA) en las membranas lipidicas de plantas estudiadas en condiciones
control (NT-NL), estrés térmico (HT-NL), estrés luminico (NT-HL) y estrés combinado (HT-HL) durante 2 y 6 dias de
tratamiento y tras 5 dias de recuperacion. Imagen obtenida de Gerganova et al. 2016.

Balfagdn et al. 2019 estudiaron si la estructura de los cloroplastos se vio alterada por el estrés
ambiental por lo que analizaron muestras de hojas tratadas por microscopia electrdnica de
transmision. Los cloroplastos se vieron alterados en los tres tratamientos de estrés, las imagenes
que se obtuvieron mostraron como en HL el contenido de granulos de almidén disminuyd y hubo
un mayor apilamiento de los tilacoides. Por el contrario, en HT el nimero de granulos de almidon
aumenté y el numero de tilacoides disminuyd, obteniéndose los mismos resultados en
combinacion de estreses, aunque en este caso se aprecid la distorsion de los granulos de

almidon (Fig. 13).

Los granulos de almiddn son estructuras importantes para las plantas, ya que actidan como las

principales reservas de energia de las plantas. La disminucidon que se observd en las plantas en
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condiciones de HL podria estar relacionado con el cierre estomatico que se vio en la figura 8,
puesto que al producirse el cierre de los estomas se limitd la absorcion de CO; vy, por tanto, la
generacion de azucares se redujo y su almacenamiento también. De la misma manera la
apertura estomatica que experimentan las plantas bajo condiciones de estrés térmico y

combinado explicaria el aumento de los granulos de almiddn al haber una mayor fijacion de CO,.

Ademads, el hecho de observarse los granulos de almidén distorsionados muestra que la
combinacion de estreses generd respuestas Unicas y que no se pueden extrapolar de las
respuestas a estrés individual. La razon por la que los granulos de almidén estaban
distorsionados se desconoce, los autores sugirieron que pudo ser consecuencia de una
alteracidn en la proporcion de amilosa/amilopectina o a una ruptura de la envoltura que permite
el acceso a enzimas de degradacién del almidén, pero para concluir las causa serian necesarios

mas estudios.
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Figura 13. (A) Cambios estructurales de los cloroplastos, (B) Numero de grdnulos de almiddn por cloroplasto
y (C) Numero de tilacoides por um-1 en cultivos estudiados en condiciones control (CT), estrés luminico (HL),
estrés térmico (HS) y combinacion de estrés (HL+HS). Imagen obtenida de Balfagon et al. 2019.

Mejora de la tolerancia

Zhou et al. 2020 analizaron de nuevo los parametros de intercambio de gases y fluorescencia
de la clorofila de las plantas tratadas sometiéndolas de nuevo a estrés ambiental. Se basaron en
premisa de que una previa exposicidn activa al calor activa los sistema de defensa de las plantas
pudiéndoles proporcionar mayor tolerancia a estreses posteriores. Estudios previos
demostraron que la previa exposicidon a estrés térmico favorecia la activacion de procesos
antioxidantes, de HSP y mejora de la fotoquimica del PSIl hechos que sugirieron que la previa

exposicién favorece a la tolerancia.

El estrés al que fueron sometidas de nuevo las plantas fue estrés térmico. La tasa fotosintética
neta de las plantas sometidas al segundo estrés disminuyo independientemente de la condicion

de estrés de la primera ronda, pero los valores de Fv/Fm aumentaron durante la segunda
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exposicién en las plantas sometidas a estrés térmico en la primera ronda de tratamientos,
comparado con los resultados obtenidos en |la primera ronda de estrés. Ademas, se observo que
las tomateras expuestas inicialmente a HT tuvieron una mejor aclimatacion al calor durante la
segunda ronda de estrés, mediante una elevada conductancia estomatica y alta transpiracion,
por consiguiente, un mayor enfriamiento de las hojas. Por tanto, estos resultados apoyaron que
la activacion del sistema de defensa mediante una previa exposicion al calor mejora la
aclimatacién de las plantas de tomate a las elevadas temperaturas recurrentes a través del

enfriamiento de sus hojas.

4.1.2. Estrés térmico e hidrico
Para comprender las respuestas fisioldgicas de las plantas en condiciones de estrés ambiental
basadas en la combinacién de elevadas temperaturas y sequia, se analizaron dos estudios Zhou
et al. 2017 y Zhou et al. 2019(Abo Gamar et al. 2019). Los tratamiento a los que fueron
sometidas las plantas se aplicaron durante varios dias, ya que la sequia a diferencia de otros

estreses ambiénteles que tienen un efecto inmediato, se desarrolla gradualmente.

Se usaron 4 condiciones; control, las plantas se encuentran a temperatura ambiente y con riego,
condiciones de sequia que implicaron temperatura ambiente y ausencia riego (estrés hidrico),
elevadas temperaturas con riego (estrés térmico) y estrés combinado que supone elevadas

temperaturas y ausencia de riego.

Zhou et al. 2019 centraron su estudio en dos cultivos de tomate “Sufren NO.14” (CV1) y
“Jinlingmeiyu” (CV2), que fueron sometidos durante 6 dias a estrés ambiental. Las condiciones
empleadas fueron 26/182C para aquellos tratamientos a temperatura ambiente y 38/302C para

los tratamientos que implaran estrés térmico.

Zhou et al. 2017 estudiaron la respuestas fisiolégicas comparando tres cultivos de tomate
“Arvento” “LA1994” y “LA2093”, siendo los dos ultimos considerados tolerantes a altas
temperaturas. Los tratamientos tuvieron una duracién de 5 dias y las condiciones que
emplearon fueron 26/20°C en los tratamientos a temperatura ambiente y las condiciones de

estrés térmico las plantas se sometieron a 32/262°C.

Fluorescencia de la clorofila
En ambos estudios (Zhou et al. 2019 y Zhou et al. 2017) al medirse los valores de Fy/Fnyy ETR se
obtuvieron valores disminuidos con respecto al control en los tratamientos de sequia y estrés
combinado, en cambio, en estrés térmico los valores se mantuvieron préoximos al control (Fig.

14 A,B). También se observé que los valores de NPQ en cultivos en ausencia de riego
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aumentaban especialmente en estrés combinado; en cambio, en las plantas tratadas

Unicamente bajo estrés térmico disminuyeron (Fig.14C).

La reduccién observada en los valores de Fq/Fn y ETR sugiere un desequilibrio en la actividad
fotoquimica del PSIl y en el transporte de electrones, y que se viera aumentada la cantidad de
energia disipada en forma de calor seria la consecuencia de disminuir el transporte de electrones
para tratar de proteger el PSIl. Ademas, se observé que la combinacién de estreses generé dafios
irreversibles en la actividad fotoquimica del PSII, ya que tras el periodo de recuperacién no se
obtuvieron valores control y, en cambio, las plantas que fueron sometidas a estrés hidrico si,

pese a tener valores similares durante el estrés de Fq/Fm'y NPQ.
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Figura 14. (A) Rendimiento cudntico del fotosistema Il (Fy/Fm’) medido durante 6 dias de estrés y 2 dias de
periodo de recuperacion, (B) Velocidad de transporte de electrones (ETR) en diferentes intensidad luminicas y
(C) Enfriamiento no fotoquimico (NPQ) medido durante 6 dias de estrés y 2 dias de periodo de recuperacion, de
los cultivos sometidos a condiciones control. seauia. calor v estrés combinado. Imaaen obtenida de Zhou et al.

En los valores de gL se observan discrepancias entre los resultados obtenidos por Zhou et al.
2019 y Zhou et al. 2017. Por un lado, Zhou et al. 2019 obtuvo que en condiciones de estrés
térmico tanto en CV1 como CV2 disminuian la proporcién de centros de reaccion abiertos, ya
que en comparacién con el control se obtuvieron valores inferiores de gL incluso tras la
recuperacion. Ademas, las condiciones de sequia apenas afectaron a los valores de gL al
Unicamente apreciarse una disminucién en los ultimos dias de estrés y que CV2 tuviera la
capacidad de recuperar valores control tras los dos dias de recuperacidon (Fig. 15A, B). Por otro
lado, Zhou et al. 2017 observaron que en “Arvento” en condiciones de estrés térmico aplicado
individualmente las plantas aumentaban la proporcién de centros de reaccidon abiertos y
“LA1993” y “LA2093” mantuvieron la misma proporcion que control. Por el contrario, el estrés
hidrico provocé la reduccion de los centros de reaccién abiertos en los tres cultivos al presentar
valores de gL disminuidos (Fig. 15C). En lo que si coinciden los dos estudios es que la
combinacion de estreses tuvo un efecto mas severo sobre la fotosintesis al aumentarse el
numero de centros de reaccidon cerrados en todos los cultivos, por tanto, una mayor

fotoinhibicion.
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Figura 15. Fraccidn de centros abiertos del fotosistema Il (qL) evaluado durante 6 dias de estrés y 2 de recuperacion
de los cultivos (A) Sufen NO. 14 (CV1) y (B) Jinlingmeiyu (CV2), en condiciones control, de sequia, calor y combinacion
de estrés. Imagen obtenida de 1. (C) Fraccién de centros abiertos del fotosistema |, tras 5 dias de estrés en los
cultivos Arvento, LA1994 y LA2093, en condiciones control, estrés hidrico, estrés térmico y combinacion de estrés.
Imaagen obtenida de Zhou et al. 2017

Zhou et al. 2017 también evaluaron la Fv/Fm, cuyos valores Gnicamente se redujeron en los
cultivos de “LA1994” y “LA2093” en combinacién de sequia y calor, este descenso implica que

el PSIl esta dafiado.

Tras analizar los resultados de los distintos pardmetros, se mostré que las condiciones de estrés
hidrico generaron un mayor desequilibrio de la actividad fotoquimica del PSll y fotoinhibicién;
en cambio, a elevadas temperaturas la mayoria de los parametros no presentaron diferencias
significativas con respecto el control. Ademads, en los tratamientos de estrés combinado, se vio
gue existe una predominancia de la sequia sobre el calor, ya que los resultados generalmente

fueron similares a los tratamientos de sequia.

Caracteristicas estomdticas e intercambio de gases
Zhou et al. 2017 obtuvieron que el ancho de los poros de los estomas aumentaba en condiciones
de estrés térmico en los tres cultivos, provocando la apertura de los estomas; sin embargo, las
condiciones de estrés hidrico y combinado provocaron una reduccién del tamafio de los poros,
es decir, cierre estomatico para prevenir la perdida de agua. Que se observara el cierre de los
estomas en combinacidn de estreses implica que la sequia tuvo un efecto predominante en las

respuestas de los cultivos.

La alteracion en la estructura de los estomas tuvo repercusion en los parametros de intercambio
de gases. La Py en cultivos que fueron sometidos Unicamente a condiciones de estrés térmico
no vario, pero en ausencia de riego los valores obtenidos fueron muy préximos a 0 (Fig. 16a). En
los valores que se obtuvieron de la conductancia estomatica y transpiracidon también se observé
como el estrés hidrico provocaba que se alcanzaran valores proximos a 0, en cambio, el estrés

térmico provocé su aumento (Fig. 16b,c). La concentracidn intracelular de CO2 se vio menos
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afectada en las tres condiciones, ya que los valores de los 3 tratamientos de estrés fueron

similares al control (Fig. 16d).

Los resultados mostraron que la sequia tuvo un efecto predominante sobre las altas
temperaturas, al haberse obtenido valores equivalentes en las plantas sometidas a la
combinacion de estrés hidrico y térmico y las sometidas a estrés hidrico. Ademas, la inhibicidn
de la fotosintesis que sufrieron las plantas en ausencia de riego sugirieron los autores que
principalmente fue causa de la limitacién estomatica que experimentaron los cultivos, puesto
que se redujeron los valores de gs y E. En cambio, las elevadas temperaturas al no haber
provocado la reduccion de los parametros de intercambio de gases se sugirid de nuevo que la

inhibicidn de la fotosintesis pueda ser debido a limitaciones a nivel molecular.
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Figura 16. (a) Tasa fotosintética neta (Py) (b) Transpiracion (E), (c) Conductancia estomdtica (gs) (d) Concentracion de CO,
intracelular (C;) medidas en diferentes rangos de temperatura. Los valores se tomaron el cuarto dia en las condiciones
control, sequia (DS), estrés térmico (HS) y combinacion de estrés (DHS), en el caso de estrés combinado también el dia
segundo dia de tratamiento. Imagen obtenida de Zhou et al. 2017

Pigmentos fotosintéticos

Los resultados que obtuvieron Zhou et al. 2017 evaluando el contenido de los pigmentos por
unidad de area el cuarto dia de tratamiento, mostraron que la cantidad de pigmentos
fotosintéticos seguia patrones similares en los tres cultivos independientemente de su
tolerancia al calor (Fig. 17). En los cultivos de “Arvento”, se aprecid un mayor contenido de
clorofila a, b y de carotenoides en condiciones de sequia, ya fuese aplicada de manera individual
como combinada y en estrés térmico no varid el contenido de pigmentos. En los cultivos
tolerantes al calor se mostré como a pesar de ser ambos considerados tolerantes tuvieron
respuestas diferentes. “LA1994” sufrid una reduccion de la cantidad de los tres pigmentos
cuando fue estudiado bajo combinacién de estreses y un aumento en condiciones de estrés
térmico. En cambio, los cultivos de “LA2093” no presentaron ninguna variacion significativa con

respecto a control. Lo que destacd de los resultados fue la reduccién en cuanto al contenido de
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clorofilas en combinaciéon de estreses en los cultivos “LA1994” y “LA2093”, ya que no se aprecio
esta disminucién en las situaciones de estrés individual, pero al aplicarse conjuntamente si, por

lo que la combinacién de ambos intensificd los dafos en las plantas y generd respuestas Unicas.
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Figura 17. Contenido de pigmentos fotosintéticos por unidad de drea presente en los cultivos Arvento, LA1994 y
LA2093 cuando son sometidos a condiciones control, estrés por sequia, estrés térmico y combinacion estrés. (a)
Clorofila a, (b) Clorofila b y (c) Carotenoides. Imagen obtenida de Zhou et al. 2017

Crecimiento de las plantas

Las plantas de tomate tuvieron un crecimiento reducido en las condiciones de estrés en los
estudios de Zhou et al. 2019 y Zhou et al. 2017. Tanto el tamafio de las plantas como el de las
hojas se vieron afectadas por condiciones de sequia; sin embargo, el tratamiento de estrés
térmico no afecté significativamente ni a la altura de la planta ni drea de la hojas (Fig. 18).
También observaron una pérdida de peso al analizar el peso fresco y seco tanto de los tallos
como de las raices de los cultivos de tomate. Los resultados indicaron que bajo el tratamiento
de estrés hidrico y estrés combinado la biomasa de la planta disminuia con respecto al control
en los uUltimos dias de tratamiento, especialmente en tratamiento combinado, mientras en
condiciones de calor la biomasa no se vio significativamente afectada. Lo que sugirieron estos
datos fue que la ausencia de riego tiene un efecto directo en la acumulacién de biomasa.
A B C

Control Drought Heat Combined Control Drought Heat Combined Control Drought Heat Combined

Bl

Figura 18. (A) Plantas “Arvento”, (B) Plantas “LA1994” y (C) Plantas “LA2093” tras 5 dias en condiciones de
estrés. Imagen obtenida de Zhou et al. 2017

Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua (RWC) se usé para medir el nivel de agua en los tejidos, fue
expresado en porcentaje y representa la cantidad de agua presente en la planta con respecto a
la cantidad total que puede almacenar. Los resultados de Zhou et al. 2019 ofrecieron

informacidn sobre cdmo varia el RWC a lo largo de los dias cuando las plantas son sometidas a
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estrés ambiental. Tanto los cultivos de CV1 como CV2 (Fig. 19) experimentaron un descenso del
RWC el tercer dia al estar expuestas a elevadas temperaturas, pero tras varios dias acabaron
recuperando valores préximos al control, hasta que finalmente tras un periodo de recuperacion
de dos dias el contenido de agua en las plantas se restablecié. Las plantas que fueron sometidas
a tratamientos de sequia mantuvieron valores préximos a control. En cambio, la pérdida del
RWC se vio incrementada gradualmente bajo la combinacién de estreses, y pese a experimentar

una recuperacion siguié manteniendo valores menores que control.

Estos resultados no se correlacionan con los de Zhou et al. 2017 porque obtuvieron el quinto dia
de estrés, que las condiciones que provocaron mayor pérdida de agua fue la sequia, y la
combinacion de estreses, en cambio, en su estudio el calor apenas afecté a RWC
independientemente del tipo de cultivo. La gran diferencia entre los resultados de los dos
estudios fue el efecto que tuvieron las condiciones de sequia sobre las plantas, ya que la
temperatura al final de ambos estudios no producia pérdida del RWC. En lo que si coincidieron
ambos estudios es que la combinacidon de estreses provocé la pérdida de agua en las plantas, lo

cual se puede correlacionar con el menor crecimiento de las plantas en estas condiciones.

==o==: Control =——a— Drought
—a— Heat —— Drought+heat
A?“UD B 100
F =
= 90 =
5 i
~ & 80 £ sof
o g 4]
C2 2 o2
z 2 ot
= 60 2
a ]
E 50 L 1 L I L I L ? 40 L L 1 1 N i i
S2 583 S4 &5 S6 R1 R2 82 83 S84 S5 S6 R1 R2
Day (d) Day (d)

Figura 19. Contenido relativo de agua expresado en porcentaje durante 6 dias de estrés y 2 de recuperacion
de (A) Sufen No.14 (CV1) y (B) Jinlingmeiyu (CV2), en condiciones de control, sequia, calory estrés combinado.
Imagen obtenida de Zhou et al. 2019

Mejora de la tolerancia

A diferencia de los dos estudios anteriores, Abo Gamar et al. 2019 centraron su estudio en
evaluar como la presencia de elevada concentracion de CO, (ECO;) afectaba a las respuesta de
A. thaliana cuando eran sometidas a condiciones de estrés hidrico y térmico. El estudio se basé
en 8 tratamientos al combinar los tres factores (temperatura, CO; y riego) durante 5 dias: (i)
control, baja temperatura (22/182C), concentracién de CO, ambiental (ACO,, 400pumol mol?)y
riego; (ii) baja temperatura, ACO, y sin riego; (iii) baja temperatura, ECO; (700 umol mol?) y
riego; (iv) baja temperatura, ECO; vy sin riego; (v) elevada temperatura (28/242C), ACO, Yy riego;
(vi) elevada temperatura, ECO, y riego; (vii) elevada temperatura, ECO, Yy riego, y (viii) elevada

temperatura, ECO, Yy sin riego.
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Se observé que la presencia de ECO, antagonizaba los efectos de estrés hidrico y térmico
favoreciendo una mejor aclimatacidn de las plantas. Se aprecié la mayor tolerancia al observarse
que dos de los indicadores del crecimiento como son el area foliar y la biomasa de las hojas y
raices se vieron incrementadas en presencia de ECO; en comparacion a las situaciones de ACO..
También se aprecié que los tratamientos con ECO; redujeron el dafio oxidativo que sufren las
células vegetales al evaluar la estructura de las membranas lipidica midiendo el contenido de
MAD. Se observd que el contenido de MDA disminuia en presencia de ECO, por lo que las
membranas estaban menos afectadas. Los autores sugirieron que el menor dafio oxidativo podia
ser porque ECO; favorecié a una menor produccién de ROS, ya que el contenido de carotenoides
se vio disminuido. Por lo que seria interesante comprender que permite que la mayor

concentracién de CO; permitiese reducir los dafios provocados por la combinacion de estreses.

4.2, Respuestas moleculares
Los cambios que sufren las plantas a nivel molecular como respuesta a situaciones de estrés

ambiental proporcionan un mayor entendimiento de la adaptacion de las plantas al estrés
ambiental y permiten identificar nuevas vias para desarrollar plantas con mayor tolerancia al
estrés abiotico. Se han analizado varios estudios (Raja et al. 2020, Balfagdn et al. 2019, Huang et
al. 2019, Kumazaki and Suzuki 2019, Zhou et al. 2020 y Zhou et al. 2017 ) que aportan un mayor
conocimiento sobre las respuestas moleculares de A.thaliana y S.lycopersicum en condiciones

tanto de estrés térmico y luminico como de estrés térmico e hidrico.

Acumulacion de azucares
Zhou et al. 2020 y Zhou et al. 2017 ademas de estudiar las respuestas a nivel fisioldgico de las
plantas de tomate analizaron el contenido de carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa y
almiddn) en las plantas, permitiendo conocer los cambios que se producian en el metabolismo

primario de las plantas como consecuencia del estrés ambiental.

Por un lado, Zhou et al. 2017 que estudiaron las respuestas bajo estrés hidrico y térmico,
observaron como en los cultivos “Arvento” el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa aumentd
en las tres condiciones de estrés. La mayor acumulacién tuvo lugar en condiciones de estrés
hidrico, aunque en el caso de la sacarosa el aumento fue proporcional en las tres condiciones.
En los cultivos tolerantes al calor, “LA1994” y “LA2093”, los resultados variaron respecto
“Arvento”, obteniéndose que el contenido de los tres azucares disminuia o se mantenia similar
al control en combinacién de estreses, aunque hubo una reduccidn significativa en el contenido
de sacarosa bajo condiciones de estrés hidrico y estrés combinado (Fig. 20 a, b ,c). El almiddn se
vio reducido en los tres cultivos en las tres condiciones de estrés especialmente en combinacién

de estreses, a excepcion de “LA2093” en estrés térmico (Fig. 20 d).
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Por otro lado, Zhou et al. 2020 en su estudio sobre el efecto del estrés luminico y térmico sobre
S.lycopersicum obtuvieron que el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa fue mayor en
combinacion de luz y calor, en cambio, en los tratamientos de estrés individual no varié la
cantidad de azlcares en comparacion al control. El contenido de almidén también aumentd en
combinaciéon de estreses, pero en menor medida que en las plantas sometidas a elevada
intensidad luminica de manera individual. EIl aumento de los granulos de almidén en
combinacion de estreses también lo observan Balfagdn et al. 2019 al estudiar la estructura de
los cloroplastos, aunque en este estudio la mayor acumulacién fue en las condiciones de

combinacion de estreses, esta diferencia seguramente se daba al tipo de planta utilizada para el
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Figura 20. Contenido de carbohidratos en las hojas de tres cultivos de tomate bajo condiciones control, estrés
hidrico, térmico y combinacion de estreses. (A) Contenido de glucosa, (B) Contenido de fructosa, (C) Contenido
de sacarosa y (D) Contenido de almiddn. Imagen obtenida de Zhou et al. 2017

La variacion del contenido de azucares en las plantas puede darse por una gran variedad de
casusas. En estos resultados se propuso que el aumento de glucosa, fructosa y sacarosa pudo
ser el resultado del menor crecimiento y fotosintesis de las plantas, provocando menor
demanda de metabolitos primarios y por tanto mayor acumulacién de estos. Otra de las causas
que pudo provocar la alteracién del contenido de azucares es la menor fijacién de CO, y en

consecuencia menor produccidn de azucares

Sistema de defensa antioxidante
Raja et al. 2020 estudiaron los niveles de expresién y actividad de los mecanismos antioxidantes,
para ello tomaron como objeto de estudio plantas de tomate que fueron sometidas a
condiciones de sequia, estrés térmico y combinacién de ambos. La temperatura a la que fueron

sometidas las plantas en tratamiento de estrés térmico y combinado fue de 452C.

Analizaron el contenido de H,0, acumulado en las plantas tras la aplicacidén de los tratamientos
de estrés, y se observd una mayor acumulacion en las plantas sometidas a combinacion de

estreses. En estrés hidrico y térmico pese a tener mayor contenido que el control la cantidad fue
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menor que en combinacidn, siendo las plantas con menor acumulacidn de H,0; las tratada en
estrés hidrico. Estudiaron los niveles de actividad de las enzimas SOD, CAT y las correspondientes
a la ruta del glutatién ascorbato (APX, MDHAR, DHAR y GR), en condiciones de estrés individual
y combinado para comprender si la mayor acumulacién fue debido a una inactivacidon enzimatica

o silenciamiento génico generada por el estrés ambiental.

Se obtuvo que tanto la actividad de SOD como de CAT aumentaban bajo condiciones de estrés
combinado, por el contrario, en los tratamientos de estrés térmico e hidrico SOD si experimenté
un aumento de su actividad, pero CAT en condiciones de estrés térmico mantuvo su actividad al
mismo nivel que el control (Fig. 21a, b). En el caso de las enzimas de la ruta AsA-GSH, tanto
MDHAR como DHAR mostraron una tendencia de reducciéon de su actividad en todas las
condiciones de estrés, siendo menor en el tratamiento de estrés combinado (Fig. 21c, d). Sin
embargo, la actividad de GR y APX aumentd en los tres tratamientos, pero la combinacion de
estreses provocd que en comparacién con la actividad observada en estrés hidrico la actividad
de las enzimas fuese menor, por lo que las elevadas temperaturas en APX y GR tuvieron un

efecto negativo al disminuir actividad enzimatica (Fig. 21 e, f).
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Figura 21. Efecto de la sequia, calor y combinacion de estreses (H+D) en la actividad en enzimas antioxidantes. (a)
CAT, (b) SOD, (c) MDHAR, (d) DHAR, (e) GR y (f) APX. Imagen obtenida de Raja et al. 2020

También evaluaron el contenido de los elementos antioxidantes (AsA y GSH) y los intermediarios
del ciclo (DHA y GSSG). De los resultados que obtuvieron destacé que el ratio de GSH/GSSG
disminuyera en todas las condiciones de estrés, siendo menor en el tratamiento de combinacién
de estreses (Fig. 22). Destacaron estos resultados porque la reduccidn del ratio GSH/GSSG
implica un deterioro del reciclaje de GSH, proceso esencial para la correcta desintoxicacion de
ROS, pudiendo ser una de las causas de la mayor acumulacidn de ROS en las células vegetales.
Ademas, la reduccidn del ratio podria estar relacionada con la disminucién de la actividad de

DHAR y que la activacion de GR fuese insuficiente.
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Figura 22. Efecto de la sequia, calor y combinacion de estreses en los ratios de los elementos antioxidantes no
enzimdtico de la via Asa-GSH. GSH/GSSG. Imagen obtenida de Raja et al. 2020

Aparte de medir la actividad de las enzimas antioxidantes también se evaludé el nivel de
expresion génica de SOD y de las enzimas del ciclo AsA-GSH. Tanto los transcritos de SOD como
los de APX, GR, DHAR y MDHAR fueron regulados positivamente, aumentando su nivel de

expresion en los tres tratamientos de estrés.

Por tanto, estos resultado sugirieron que el principal motivo por el cual se produce un exceso
de acumulaciéon de H,0;, en condiciones de estrés combinado, fuera debido a una actividad
enzimatica insuficiente y no por una regulacidn negativa de la expresion génica. Ademads, se vio
gue las altas temperaturas tuvieron un mayor efecto negativo que el déficit hidrico, ya que en
combinacion de estreses la actividad de las enzimas de la ruta Asa-GSH redujeron su actividad

en comparacion con la que presentaron en condiciones de sequia.

Regulacion de genes implicados en el aparato fotosintético
Balfagdn et al. 2019 ademas de estudiar las respuestas fisioldgicas de A.thaliana bajo estrés
luminico, térmico y combinacién de ambos, debido a la falta de conocimiento a nivel molecular
de los cambios que experimentan las plantas al ser sometidas a esta combinacion de estreses,
analizaron a nivel transcripcional la maquinaria fotosintética. Estudiaron las proteinas del centro
de reaccion del PSIl (PsbC, PsbA, PsbB, PsbE, PsbF, PsbH y PsbZ) y del PSI (PsaA, PsakK, PsaC y
PsaH). Entre las proteinas del PSII se presto especial atencion a la expresion de D1, codificada
por el gen PsbA. La D1 junto la D2 forman parte del nicleo del centro de reaccion del PSlly es la
principal proteina susceptible al dafio por estrés ambiental. Cuando la D1 estd danada se
produce la fotoinhibicion, por ello las plantas han desarrollado un sistema de proteccién para
asegurar la actividad del PSIl que implica la reparacion de la proteina D1. El proceso de
reparacion consiste en la degradacion de la D1 dafiada, sintesis de novo de la proteina y
reensamblaje del PSII. Por lo cual, ademds de medir el nivel de expresidon de PsbA se evalud la

acumulacidn de D1 en A.thaliana y expresion de las proteinas del ciclo de reparacion.

Se observd mayor expresion en los transcritos de las proteinas involucradas tanto en el PSI como

PSIl en respuestas a combinacion de estreses y de las proteinas implicadas en el ciclo de
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reparacion de la proteina D1 en respuesta a la combinacién de estreses. En cambio, pese a
obtenerse un aumento en la expresidn de PsbA bajo condiciones de estrés combinado, la
acumulacién de D1 en las plantas disminuyd significativamente. Por el contrario, en condiciones
de estrés individual PsbA no aumentd su expresion, pero si su acumulacién especialmente en

estrés luminico (Fig. 23A).

Estos resultados sugieren que bajo la combinacidon de elevada intensidad luminica y altas
temperaturas se produjo un aumento en la expresion de las proteina de reparacién de la D1,
pero el dafio que sufre laD1y por tanto la fotoinhibicidn del PSII fueron superiores a la capacidad
de reparacidn, provocando la disminucién en la actividad fotosintética del PSIl. La menor
cantidad de D1 observada en combinacién de estreses pudo ser una de las causas por la cual la
actividad fotoquimica del PSll en las plantas sometidas a estrés combinado no tuvo la capacidad

de recuperarse como las plantas sometidas a estrés individual.

Raja et al. 2020 ademas de analizar la expresidn y actividad enzimatica antioxidante, estudiaron
la expresion de los transcritos de genes fotosintéticos, la proteina D2 del PSlI, clorofila P680 del
PSI, genes que codifican para la cadena larga y cadena corta de la ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) (rbcL y rbcS), proteina del centro de reaccion del PSI (PsaH) y
la expresiéon del gen RCA que codifica para la proteina responsable de la activacidon de la
RuBisCO. A excepcién de la proteina D2 que aumentd su expresidn en condiciones sequia y calor,
el resto de transcritos fueron significativamente menores en combinacidn de estreses, teniendo
la maxima expresién en condiciones de sequia, lo que sugiere que la presencia de las elevadas
temperaturas exacerba los dafios, provocando una menor expresion de estos elementos (Fig.
23B). Por tanto, las plantas expuestas a estrés combinado mostraron la supresiéon de genes
fotosintéticos, disminuyendo principalmente la actividad de la RuBisCO, lo que podria
considerarse una posible causa de la disminucién del Ci y en consecuencia del crecimiento de la

planta.

Por lo que, tanto la combinaciéon de luz y calor como sequia y calor, tuvieron un efecto negativo
en los elementos fotosintético provocando la reduccidn la actividad fotosintética. Parece ser
que el principal factor que provocd la inhibicién de la actividad fotosintética fueron las elevadas

temperaturasy que en combinacidn con otros estreses abidticos los dafios se vieron acentuados.

Pagina | 32



B4 " EDrought =Heat Heat ang Drowght
d T 4 =
2 5 !
£ 1
" c "
15 g 5
g B
z e ., .
. £ 34
a = 1
)
05 H 2 2 L
i I
o 0 T T v
A, o & A ol o ] 2 -
& @ F ¢7‘\ O
¢ &

llustracion 23. (A) Acumulacion de la proteina D1 en condiciones de estrés luminico (HL), térmico (HS) y combinacion
de estreses (HL+HS). Imagen obtenida de 5. (B) Expresion relativa de genes fotosintéticos en condiciones de sequia,
calor y combinacion de ambos. Imagen (A)obtenida de Balfagon et al. 2019. Imagen (B) obtenida de Raja et al. 2020

Mejora de la tolerancia
Huang et al. 2019 en estudios previos identificaron en Capsicum annuum que CaHSP16.4,
miembro de la familia de las HSP20, tenia un nivel de expresién mayor bajo condiciones de estrés
por calor pudiendo favorecer a una mayor tolerancia. Tras este descubrimiento estudiaron su
papel en la tolerancia tanto a estrés térmico, hidrico y combinacidon de ambos, realizando la
sobreexpresion de CaHSP16.4 en A. thaliana. Se generaron dos lineas transgénicas CaHSP16.4-
OE1 y OE2 las cuales fueron sometidas a temperaturas de 422C durante 24h simulando las
condiciones de estrés térmico, las sometidas a estrés hidrico se les retuvo el riego durante un
periodo de 10 dias y para simular condiciones de estrés combinado en el 7 dia de estrés hidrico
se les aumentd la temperatura a 42°2C durante 24h. Analizaron en las plantas OE1 y OE2 la
actividad y expresion de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX y GPX para comprobar si la
expresion de CaHSP16.4 favorecia a una mayor actividad enzimatica evitando dafios oxidativos

y favoreciendo la tolerancia.

Se observd que la actividad de SOD, APX y GPX estaba aumentada en ambas lineas transgénicas,
en las tres condiciones de estrés y con valores similares, en cambio CAT mientras que en
condiciones de estrés térmico su actividad enzimatica fue similar a las plantas silvestres, y bajo
estrés hidrico y combinado aumentd. Los niveles de expresion de AtSOD, AtCAT, AtAPX y AtGPX
también aumentaron en las tres condiciones de estrés en las lineas transgénicas de Arabidopsis
en comparacion a las plantas silvestres. Tal y como mostraron Raja et al. 2020 su trabajo una
mayor actividad enzimatica y expresion génica puede no ser suficiente para hacer frente a la
acumulacidn de ROS generada por el estrés ambiental. Huang et al. 2019 midieron la eficiencia
de la desintoxicacién de ROS analizando el contenido de MAD en las membranas celulares (Fig.
24). En las tres condiciones de estrés se aprecié una diminucion de MAD en las plantas

transgénicas, lo que implicé una menor oxidacién de la membrana, seguramente por el menor
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contenido de ROS. Por lo que la expresién CaHSP16.4 estd involucrada en la tolerancia al calory

sequia mediante el sistema de eliminacién de ROS.
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Figura 24. Contenido de malondialdehido en Arabidopsis silvestre (W) y en las lineas transgénicas con
sobreexpresion de CaHSP16.4 (#1 y #2) en condiciones de estrés térmico (HS), sequia (DH) y combinacion de
estreses (HS+DS). Imagen obtenida de Huang et al. 2019

A parte de estudiar la implicacién de CaHSP16.4 con el sistema antioxidante, se evalud si
CaHSP16.4 estaba implicado en la regulacién de genes sensibles a estrés. Se midid, por un lado,
el nivel de expresién de genes relacionados con la tolerancia a elevadas temperaturas en
condiciones de estrés térmico (AtHSA32, AtHSFA7a, AtHSFB2b y AtHSP101) vy, por otro lado,
genes involucrados en la tolerancia al estrés hidrico en condiciones de estrés hidrico (AtRD29a,
AtRAB18, AtP5CS, AtNCED3, AtHSP70, y AtMYB44). En ambas situaciones, se observéd que la
expresion en las lineas transgénicas CaHSP16.4-OE1 y OE2 era mayor que en las plantas
silvestres. Al evaluar si en condiciones de estrés combinado se mantendria el aumento en la
expresion génica de los 10 genes, se aprecid como siguié siendo superior su expresiéon en
comparacion con las plantas silvestres. Ademas, se vio un claro aumento en la supervivencia de
las plantas transgénicas en comparacién a las silvestres en las tres condiciones de estrés (Fig.
25). Por tanto, la expresién de CaHSP16.4 podria ayudar a la generacidn de cultivos con una
mayor resistencia al estrés térmico e hidrico aplicado de manera individual y combinada.

Control Heat Drought Heat & Drought
@ & W

Figura 25. Sobreexpresion de CaHSP16.4 mejora la supervivencia de Arabidopsis en condiciones de estrés
térmico, sequia y estrés combinado. Imagen obtenida de Huang et al. 2019
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Balfagdn et al. 2019 en su estudio realizaron un analisis transcripcional de las plantas A.thaliana
en condiciones de estrés luminico, térmico y combinacién de ambos estreses. Se vio 3.942, 5.304
y 6.314 transcritos en condiciones de estrés luminico, térmico y combinacién de ambos estreses
respectivamente aumentaron su expresion. De los 6.314 transcritos que aumentaron su
expresion en condiciones de estrés combinado, 2.125 eran comunes a los inducidos en las
respuestas a estrés luminico y 3.166 eran comunes a los inducidos por estrés términos. Por
tanto, 2.239 transcritos tuvieron un aumento de su expresidon Unicamente bajo combinacidn de
elevada intensidad luminica y elevadas temperaturas. Estos resultados implicaron la existencia
de una proporcién considerable de cambios a nivel transcriptomico especificos de la
combinacion de estreses, los cuales estdan mayoritariamente implicados en el proceso de

desintoxicacién de ROS.

Se analizé el contenido de H,0,, ABA, SA, JAy JA-lle, y destacd el hecho de que la cantidad de JA
y JA-lle aumentaba considerablemente en el tratamiento de combinacidn de estreses, en
comparaciéon con el control y las situaciones de estrés térmico y luminico aplicados
individualmente (Fig. 26D). Ademads, se aprecié un aumento en la cantidad de H,O,y ABA en
condiciones de estrés térmico y combinacién de estreses, y disminucion de SA en todos los
tratamientos de estrés (Fig. 26A, B, C). El aumento en el nivel de JAy de su conjugado lle-JA bajo
condiciones de estrés combinado, sugirié que los jasmonatos podrian estar implicados en la

aclimatacion de las plantas a la combinacién de estreses.
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Figura 26. Nivel de (A) H,0,, (B) ABA, (C) SA, (D) JA 'y JA-lle en plantas Arabidopsis sometidas a condiciones de estrés
luminico (HL), estrés térmico (HS) y estrés combinado (HL+HS). Imagen obtenida de Balfagon et al. 2019.

Basandose en lo obtenido de los niveles de JA compararon los transcritos que presentaron una
expresion aumentada en su trabajo, con genes que habian sido previamente identificados en
otros estudios cuya expresion era dependiente de JA. Se obtuvo que de los 6.314 trascritos
regulados positivamente en condiciones de estrés cambiando, 822 eran comunes a los

dependientes de la cantidad de jasmonatos y algunos de ellos eran especificos de la respuesta
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a estrés combinado, lo cual reforzé la idea de que JA estaba implicado en la aclimatacidon de las
plantas (Fig. 27A). Para evaluar si JA era esencial para la aclimatacidn, estudiaron las respuestas
de un mutante Arabidopsis deficiente de JA (aos) en combinacién de estreses. Se observd que
la tasa de supervivencia y el dafio foliar eran menores en aos que en Arabidopsis silvestre (Col)
(Fig. 27B). Por lo que, los mutantes deficientes de JA fueron mas sensibles a las condiciones de

estrés combinado de luz y calor.

A B
Parameter Col aos
JA-responsive Survival (%) 75.0 £ 5.0 48.9 = 5.8
transcripls HL+HS Leaf damage index (%)
(3877 3055 323'15491 [6314) Dead 349 7.8 60.1 = 6.5
\_ Damaged 38276 30.0 = 4.1
___ Healthy 269 £ 5.9 9.9 £ 3.0*

Ppgy 0.19 = 0.05 0.20 = 0.03
Fd/Fm 0.22 = 0.04 0.18 = 0.02

Figura 27. (A) Diagrama Veen que muestra el solapamiento entre transcritos dependiente de JA y transcritos
que presentan una expresion aumentada en respuesta a combinacion de estrés luminico y térmico. (B)
Pardametros de supervivencia y dafio foliar en plantas Arabidopsis (Col) y mutantes deficientes de Ja (aos)
sometidos a combinacion de estrés luminico y térmico. Imdgenes obtenidas de Balfagdn et al. 2019.

Tras estos hallazgos se demostrd que el acido jasmodnico tiene un papel crucial en la tolerancia
de las plantas en combinacidn, por lo que serian necesarios nuevos estudios que se centraran
en el papel de JA y de los genes dependientes de JA en la aclimatacién de las plantas ante la

combinacion de estrés térmico y luminico.

La isocorismato sintasa (ICS) es una enzima clave para la sintesis del SA y para la sintesis de la
filoquinona, componente del PSI importante en el transporte de electrones hasta la
plastoquinona, que esta codificada por dos genes ICS1 e ICS2 en Arabidopsis. En estudios previos
se vio que mutantes de Arabidopsis deficientes de ICS presentaban una mayor aclimatacién a
las condiciones ambientales, por ello Kumazaki and Suzuki 2019 analizaron a las respuestas
moleculares de mutantes de Arabidopsis deficientes ICS1 (sid2-1) sometidos a condiciones de
estrés térmico, hidrico y combinacién de ambos para tratar de comprender que mecanismos
favorecian la tolerancia. Las temperaturas que usaron para generar el estrés térmico fueron
409C durante el periodo de luz (6:00-22:00) y 212C en el periodo nocturno, y la ausencia de riego

se aplico en plantas de 10 dias de edad durante 15-17 dias.

Evaluaron el ratio de supervivencia de las plantas sometidas a condiciones de estrés, y se
observé que las plantas sid2-1 bajo la combinacidon de sequia y calor tuvieron una mayor
supervivencia que a las plantas silvestres, lo cual hace que sea interesante el estudio de plantas
deficientes de ICS1 para el aumento de la tolerancia. Se midié la acumulacion de las proteinas

del centro de reaccidn del PSI (PSAA y PSAB) y del PSIl (D1 y D2), y de los fragmentos de 23kDA
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que se generan cuando la proteina D1 estd dafiada y es tratada por la proteasa DEG2 para iniciar
el ciclo de reparacién del centro de reaccion. Tanto la acumulacién de D1, D2 y del fragmento
de 23kDa fue mayor en las plantas sid2-1; en cambio, las proteinas del centro de reaccién del
PSI presentaron una menor acumulacion en condiciones de sequia y combinacién de sequia y

elevadas temperaturas en comparacién a los resultados obtenidos en plantas Arabidopsis

silvestres (Fig. 28). WT sid2-1
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Figura 28. Acumulacion de las proteinas del centro de reaccion del PSI (PSAA'y PSAB) y del PSIl (D1 y D2) en Arabidopsis

silvestre (WT) y deficiente de ICS1 (sid2-1) en condiciones de estrés térmico, hidrico y combinacion de estreses. La flecha
indica el fragmento de 23KDa generado en la fragmentacion de D1. Imagen obtenida de Kumazaki and Suzuki 2019.

Ademas, se midié el nivel de expresion de los genes que codifican tanto para la D1 (PSAB) como
para la D2 (SIG5 y PSBD), de los transcritos de las proteasas FTSH implicadas en la degradacién
de la D1 dafiada y de PSAA y PSAB. A excepcidn de D1, el resto de transcritos aumentaron su

expresion en las plantas sid2-1 principalmente en combinacién de estreses.

Por tanto, obtuvieron que la ausencia de ICS1 potencid la accién de las enzimas encargadas de
la degradacion de D1 dafiada, y provocé una mayor acumulacién y expresion de D2. Ante estos
resultados los autores propusieron que los mecanismos de reparacién de las proteinas del
centro de reaccidon del PSIl pudieron contribuir a la mayor tolerancia de sid2-1 en condiciones
de estrés combinado. Por otro lado, la menor acumulacidn de los componentes del centro de
reaccién del PSI pudo ser debido a que ICS es necesaria para la sintesis de la filoquinona, por lo
que la ausencia de ICS1 pudo provocar la disminucidn del transporte de electrones en el PSI lo
que pudo acelerar la degradacién de las proteinas del centro de reaccién del PSI bajo
combinacion de estrés térmico e hidrico. No se conoce como el dafo en el PSI de las plantas
sid2-1 no afectd negativamente a la tolerancia de las plantas a combinacién de estreses, una
posibilidad que propusieron los investigadores es que el mantenimiento del PSIl podria ser mas
relevante para las respuestas de las plantas a combinacidn de estreses. Ante estos hallazgos
seria interesante realizar mas lineas de investigacion basadas en la ausencia de ICS1 para
comprender la mejora de la tolerancia de las plantas, especialmente midiendo la fluorescencia

de la clorofila para comprender como se ve afecta la actividad fotosintética.
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5. Discusién
Al analizar los diversos resultados que han obtenido los investigadores en sus trabajos, se ha

visto como el efecto que tienen las altas temperaturas varia en funcidn del tipo de estrés con el
que se combine. Se han analizado tanto las respuestas fisiolégicas como las moleculares de
plantas sometidas a estrés luminico y térmico, y a estrés hidrico y térmico. Es importante el
estudio de ambos tipos de respuestas, ya que la fisiologia vegetal se centra en la comprension
del funcionamiento de las plantas y de los procesos vitales que regulan su crecimiento y
desarrollo, pero en Uultima instancia los cambios fisioldgicos dependen de la regulacion o

cambios que se producen a nivel molecular.

La actividad del aparato fotosintético es de los principales factores que se vio afectado por las
altas temperaturas. En los estudios centrados en las respuestas fisioldgicas de las plantas en
condiciones de estrés térmico y luminico se aprecid una correlacién entre los resultados. Se
obtuvo que inicialmente el estrés térmico no afectaba significativamente al aparato
fotosintético, pero que en estreses prolongados la eficiencia de los procesos fotoquimicos del
PSll y el rendimiento de la fotosintesis disminuian significativamente. Ademds, en combinacion
con elevada intensidad luminica habia predominancia de las altas temperaturas y se acentuaban
los dafios en el aparato fotosintético provocando que las plantas no fueran capaces de recuperar

su actividad fotoquimica.

En cambio, los estudios sobre el efecto del estrés hidrico y térmico mostraron que la sequia tuvo
un efecto superior que las altas temperaturas, provocando un desequilibrio superior en la
actividad fotosintética. Se observd que las plantas sometidas combinacidn de ambos estreses
tenian valores equivalentes a los de las sometidas Unicamente a estrés hidrico, pero que la
combinacion de estreses producia dafios mas severos debido a la incapacidad de recuperar su

actividad fotoquimica una vez se dejasen de aplicar los tratamientos de estrés.

Por tanto, las altas temperaturas en los estudios de estrés térmico y luminico tuvieron un efecto
predominante sobre las plantas siendo las responsables de los cambios en la actividad
fotoquimica, pero en los estudios de estrés térmico e hidrico el efecto de las altas temperaturas
es minimo en comparacion a los dafios generados por la sequia, aunque en ambos casos la

combinacion de estreses potencio los danos del PSII.

En las caracteristicas estomaticas también se puede apreciar que el efecto de las altas
temperaturas varia en funcién del estrés con el que se combine. Por un lado, la combinacién de
luz y calor provocd la apertura de los estomas al igual que el estrés térmico aplicado

individualmente y, por otro lado, la combinacion de sequia y calor provocé el cierre de los
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estomas como en las plantas sometidas a estrés hidrico. Estos resultados sugieren que las
plantas en combinacién de elevada intensidad luminica y térmica predomina la necesidad de
aumentar la transpiracion para reducir la temperatura de las hojas; en cambio, la falta de agua
provoca que las plantas tiendan a evitar la pérdida del contenido relativo de agua cerrando los
estomas. Ademas, el trabajo de Zhou et al. 2020 al someter las plantas previamente tratadas a
una segunda ronda de estrés térmico, observaron que la plantas que mostraron una mejora de
la tolerancia fueron las que aumentaron la apertura de estomas y conductancia estomatica
favoreciendo el enfriamiento de las hojas, por lo que, en combinacién de luz y calor podria ser

interesante mecanismos que promovieran el enfriamiento de las hojas.

Los resultados obtenidos de los parametros de intercambio de gases tanto de los estudios de
estrés luminico y térmico como los de estrés hidrico y térmico sugirieron que la reduccion de la
actividad fotoquimica del PSIl como consecuencia de las elevadas temperaturas no fue debido
a una limitacién estomatica, sino por danos producidos a nivel molecular en el fotosistema, ya
gue ni gs ni Ci se vieron disminuidos por las altas temperaturas aplicadas de manera individual.
Sin embargo, en combinacion con elevada intensidad luminica, pese a predominar los efectos
de las altas temperaturas provocando la apertura estomatica disminuyeron los valores de gs y
Ci, lo que implica que la combinacién produjo un incremento de la reduccién de la actividad

fotoquimica de las plantas al combinar dafios a nivel molecular y limitaciones estomaticas.

En los estudios de combinacién de sequia y calor se apreciaron resultados similares, a excepcion
de que los efectos de la sequia superaron a las altas temperaturas. Se obtuvo que tanto los
valores de Py, gs como Ci de las plantas sometidas a estrés hidrico como de las sometidas a
combinacion de estrés hidrico y térmico eran préximos a 0, por lo que la reducciéon de la tasa
fotosintética fue debido en el caso de las plantas sometidas a estrés combinado por limitaciones
estomdticas como consecuencia del cierre de estomas. Esto supone que la combinacion de
estreses aumentd la reduccion de la actividad fotosintética al generar ademas de los dafios
producidos a nivel molecular por las altas temperaturas, la reduccion de la incorporacion de CO;

gue se produjo como resultados de la combinacidn de estreses.

El dafo del aparato fotosintético a nivel molecular como consecuencia del estrés térmico que
sugirieron los autores al analizar las respuestas fisioldgicas de las plantas se corresponde con los
resultados que obtuvieron Balfagdn et al 2019 y Kumazaki and Suzuki 2019. En ambos estudios
se analizo la acumulacién de la proteina D1, proteina fotosensible que su dafo puede provocar
la fotoinhibicion del PSlI, y su nivel de expresidn junto con otras proteinas de los fotosistemas.

Balfagdn et al. 2019 vieron que la acumulacidn de la proteina D1 disminuia especialmente en
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combinacion de estrés térmico y luminico, pese a que se vieron aumentados los niveles de
expresion de las proteinas implicadas en el reemplazo de D1 para evitar la fotoinhibicién y los
niveles de PsbA, gen que codifica para D1. Estos resultados ademds explicarian porque las
plantas sometidas a combinacion de estreses no tuvieron la capacidad de recuperar los valores
de la actividad fotoquimica. En el trabajo de Kumazaki and Suzuki 2019, pese a no centrarse en
estudiar el efecto de la sequia y el calor en Arabidopsis también se obtuvo que la cantidad de

D1 disminuia en combinacién de estrés hidrico y térmico.

En ambos estudios, observé que las plantas sometidas a estrés térmico también tenian una
menor acumulacién de D1 que las plantas control o las sometidas a estrés luminico e hidrico de
manera individual. Ademas, Raja et al. 2020 vieron que el estrés térmico produjo la inhibicion
de genes fotosintéticos, relacionados principalmente con la RuBisCO y su activacién, cuya

expresion reducida se vio aumentada en combinacidn con sequia.

Por lo que la combinacién de estreses aumenta los dafios fotosintéticos, porque ademas de
producirse la fotoinhibicidn del PSIl como consecuencia del dafio en la proteina D1 e inhibicién
de genes fotosintéticos como consecuencia de las altas temperaturas se reduce la tasa
fotosintética por limitaciones estomaticas generadas principalmente por la sequia o en menor

medida por estrés luminico.

Otro hecho que mostré que la combinacion de estreses aumentaba los dafios del aparato
fotosintético fueron los valores obtenidos de los pigmentos fotosintéticos. Tanto el contenido
de clorofila a como b, ya fuese en combinacién de luz y calor como en combinacién de sequiay
calor se vieron generalmente disminuidos en todos los cultivos, cuando en los estreses aplicados
de manera individual mantuvieron un nivel proporcional a control o aumentaron. La disminucidn
del contenido de clorofilas representa el dafio en los centros de reaccidn de los fotosistemas, y
al no verse este dafio a nivel de pigmentos en los estreses individuales sugiere un incremento

en el daio fotosintético y que la combinacidn de estreses genera respuestas especificas.

La altas temperaturas se vio que también podrian estar implicadas en el hecho de que bajo
estrés combinado se produzca una mayor acumulacién de especies reactivas de oxigeno. Se ha
visto que la actividad de las enzimas de la ruta Asa-GSH esta reducida generalmente en las
plantas sometidas a estrés térmico y estrés combinado de sequia y calor, en comparacién con la
que presentan las plantas sometidas a estrés hidrico las cuales presentan menor acumulacion
de H,0,. Ademas, el ratio de GSH/GSSG disminuyé en mayor medida en estrés térmico y
combinacion de estreses y se sugirié que podria ser una de las principales causas de la mayor

acumulacidn de ROS, ya que el hecho de que haya un correcto reciclaje de GSH es esencial para
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la desintoxicacidn. Ademas, Huang et al. 2019 consiguieron potenciar el sistema de defensa
antioxidante al sobreexpresar CaHSP16.4 lo que en parte favorecié a la mejora de la tolerancia.
Lo que hace esencial la busqueda de factores de transcripcién que permitan una mayor actividad

desintoxicante de ROS.

Entre las estrategias que proponen los autores para favorecer a la tolerancia de la plantas a la
combinacion de estreses, la mas prometedora seria la de identificar factores de transcripcién o
proteinas que favorecieran la activacidn de genes implicados en la tolerancia al estrés. Ya que,
la generacion de transgénicos con sobreexpresion de CaHSP16.4 demostrd gran eficiencia a la
hora de mejorar la tolerancia a las plantas, no Unicamente a estreses individuales sino también
a la combinacidn de sequia y calor. Ademas, los descubrimientos de Balfagdn et al. 2019 sobre
el papel que desempefia el JA en la adaptaciéon a estrés térmico y luminico aplicados
conjuntamente también resulta muy interesante. Si los futuros estudios se centran en conocer
la funcién de los genes que presentan su expresién aumentada en combinacién podria llevar a
obtener nuevos factores de transcripcion que mejorarian la tolerancia. Por otro lado, la
propuesta realizada por Kumazaki and Suzuki 2019 necesitaria mas estudios, ya que sigue sin
comprenderse como la deficiencia de la enzima ICS puede favorecer a mejorar la tolerancia y no

se ha visto si los dafios del PSI provocan dafios en la actividad fotosintética.

Una limitacidn que podrian tener los estudios analizados es que todos se han realizado bajo
condiciones controladas en los laboratorios, y las condiciones climaticas reales a las que son
sometidas los cultivos pueden ser muy variables. Por lo que, es posible que algunas de las
estrategias que se consigan desarrollar para mejorar la tolerancia basadas en las respuestas
obtenidas en condiciones controladas cuando se apliquen a los cultivos en el campo puedan no
ser efectiva, ya que la condiciones variarian. Por ello, seria interesante que los futuros estudios
también se realizaran bajo condiciones climaticas reales para respaldar los resultados que se

obtienen sobre las respuestas vegetales.
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6. Conclusiones
Después de comparar el efecto que tienen las altas temperaturas tanto a nivel fisiolégico como

molecular en combinacién con elevada intensidad luminica o déficit hidrico, se aprecia como
pese a tener en comln ambas combinaciones de estrés la presencia de estrés térmico las
repuestas de las plantas varian en gran medida. Por un lado, se ha visto que las altas
temperaturas tienen un efecto predominante sobre el estrés térmico, pero que en combinacion
con condiciones de sequia el déficit hidrico tiene un mayor impacto negativo sobre las plantas

que las altas temperaturas teniendo un efecto predominante.

Entre las principales afectaciones que se han visto que produce el estrés térmico destaca el dafo
en la actividad fotosintética, al generar la reduccién del contenido de proteina D1 lo que indica
la fotoinhibicién del PSIl. No Unicamente se observé la fotoinhibicién por la disminucién de la
acumulacion de D1, sino que los parametros Fv/Fm y ¢PSll, dos de los principales indicadores
de la actividad fotosintética, estuvieron disminuidos lo que sugiere que el dafio que sufre el PSII

es grave.

Otro de los procesos que se vieron afectados especialmente por las altas temperaturas fue la
eficiencia del proceso de desintoxicacién de ROS y la reduccién no es debido al silenciamiento
génico de las enzimas antioxidantes, sino por una actividad insuficiente aparentemente

potenciada por las altas temperaturas.

La combinacion de estreses produce un incremento en los dafios del PSIl, produciendo que
ademas de la fotoinhibicidn provocada por las altas temperaturas se produzca la reduccién de
la tasa fotosintética por limitaciones estomaticas. Ademas, la combinacion de estreses producen

dafios en los centros de reaccidn al reducir el contenido de la clorofilaay b.

Entre las estrategias propuestas para la mejora de la tolerancia de las plantas, destaca la
busqueda de genes que favorezcan la expresidn de genes antioxidantes y de tolerancia al estrés.
Por ejemplo, CaHSP16.4 demostré favorecer a la mayor actividad enzimatica antioxidante y
aumentar la tolerancia a la combinacién de estreses. Por tanto, tras analizar los diversos
articulos, parar tratar de obtener cultivos tolerantes a condiciones de estrés ambiental los
esfuerzos futuros se deberian centrar principalmente en evitar el dafio en el PSIl para que la
actividad fotosintética no se viera tan afecta, estudio de factores de transcripcidn que
favorezcan la actividad antioxidante y activacién de genes sensibles al estrés, ademas de
estudiar los genes dependiente de JA que presentaron una mayor expresién en combinacion de

estrés térmico y luminico.
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8. Autoevaluacion
Inicialmente el trabajo que iba a realizar estaba basado en mi estancia en practicas y hubiera

tratado de estudiar la funcion del gen WRKY48 en la tolerancia de las plantas a combinacidn de
estrés térmico y luminico. Estudios previos del grupo de investigacién habian sugerido un posible
papel del gen WRKY48 en la aclimatacidn de las plantas. Pero, debido a los recientes
acontecimientos me fue imposibles realizar dicha tematica del trabajo, por lo que tuvo que

hacer el cambio a un trabajo bibliografico.

Al principio supuso un gran reto, principalmente por el nuevo enfoque que debia dar al trabajo.
No esperaba encontrar tanta informacidn sobre el tema, pero me di cuenta de que en los Ultimos
afios el interés por comprender la respuestas vegetales y buscar nuevas vias de adaptacion han
sufrido un aumento exponencial y me costd definir con claridad el objetivo del trabajo. Una vez
consegui establecer unos buenos criterios de busqueda que me limitasen el numero de
resultados gracias a la practica que se adquiere durante el grado, por la gran variedad de

trabajos que debemos y tematicas diversas, pude desarrollar mi trabajo.

Uno de los beneficios que considero que me ha aportado poder hacer un trabajo de revisiéon
bibliografica es realizar una de las labores que muchas veces los alumnos no apreciamos que es
la previa documentacién sobre un tema para conocer sus Ultimos avances, parte necesaria para
poder desempeiiar luego un buen trabajo experimental. Ademds, me ha permitido ampliar mis
conocimientos y profundizar en el tema de una manera que quizas un trabajo experimental no

me hubiese aportado.
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