TP Medicion de intercambio

de gases: metodologia IRGA




Antes de introducirnos en aspectos técnicos,

repasemos el concepto de intercambio neto de carbono:

En estas hojas de un cultivo de soja
que vemos en la foto, existe
asimilacion de CO, por fotosintesis
(flecha roja), y por otro lado,
emision de CO, por procesos tales
como la respiracion ‘oscura’ y la

fotorrespiracion (flecha celeste).

Entre ambos flujos de carbono (asimilacion menos

emision) se establece un intercambio neto de CO,




Este intercambio neto de CO, (INC), sera entonces:

INC (= An) = A,.;. - (Rd + FR) Siendo:
An la asimilacion neta
A,uta la asimilacion bruta’, o

fotosintesis total (la flecha roja

del diagrama)

Rd respiracion ‘oscura’ o

mitocondrial

FR fotorrespiracion

(Rd + FR) es la sumatoria de los

procesos que emiten CO, (la flecha

celeste en el esquema)




An (= INC) = Ay, - (Rd + FR)

4

o > La flecha blanca representa el

N " flujo neto de carbono, en este

' caso la tasa de asimilacion neta




Este enfoque podemos aplicarlo al flujo de carbono de otras
INC (= An) = A,.+, - (Rd + FR)

situaciones

INC (- ) = AR [

En este caso el término FR
desaparece (ausencia de

fotorrespiracion en plantas C,)




co,
INC = - Rd

En estos ejemplos, no hay asimilacion y
solo tenemos como flujo neto a la emision

de CO, por respiracion

Organos heterotréficos (fruto,

raiz, tronco, tubérculo etc.)




En el caso de organos fotosintéticos, el INC (An) se expresa en

general en base al drea foliar y al tiempo.

Por ejemplo: (representa cuanto CO, es

asimilado en forma neta en un drea fotosintética determinada y

por unidad de tiempo)




En el caso de organos heterotroficos, el INC (Rd) se puede expresar
en base a peso (idealmente peso seco, o peso fresco)

ej mol CO, g! h-! (o unidades tales como L CO, Kg -! PF min -1)

Organos heterotréficos (fruto,

raiz, tronco, tubérculo etc.) Por convencién, la tasa respiratoria tendrd
signo positivo (a pesar que sabemos que es

una pérdida de carbono para el drgano)




¢Como podemos medir el intercambio de carbono ? (ya sea

su tasa de asimilacion, o su tasa respiratoria segun el caso)

La metodologia mds ampliamente

utilizada para medir intercambios de CO,

es la técnica conocida como IRGA

IRGA es un acronimo de:

Infra Red Gas Analyzer

O sea, 'analizador de gases por infrarrojos’




Metodologia de medicion de intercambio de gases por IRGA

¢Cudl es el fundamento?: Las moléculas heteroatémicas (tales como CO, y
H,0) absorben longitudes de onda en el Infra Rojo (A > 800 nm = 0,8 pm)

oléculs de agua

co, U@

O=C=0

(S

Esta propiedad de las moléculas de CO, y H,O se utiliza para
cuantificar los niveles de estos gases en una muestra de aire




CO, posee un pico de absorcion a una A = 4.25 ym

Hzo A= 2.59 Hm
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Figura 3: Absorcion en el espectro infrarrojo del CO, y del H,O (modificado de Pearcy et al.,
1989)




Diagrama de un IRGA

propiamente dicho - Supongamos que por el interior de

un tubo (que sea ‘transparente al IR)
circula un gas que contiene CO,

- De un lado del tubo tenemos
un emisor de radiacion IR (ej. un
filamento incandescente de tungsteno).

- Del otro lado del conducto
hay un detector de IR

-

- Cudnto mayor sea el nivel de
CO, circulando por el tubo,
menos sefal registrara el
detector de IR

——— >

Este modo de cuantificar es
andlogo a un espectrofotometro

- ———

(sélo que en lugar de usar absorbancia de
co, radiacién visible, lo hace en el IR)

Emisor De hecho, la absorcién de radiacién IR sigue la ley de

de IR Detector i
e de IR Lambert-Beer

Absorbancia = C . ¢ . L



(modificado de Varela et al, 2000)

1. Ahora bien, imaginen que
tenemos el IRGA incluido en un
circuito de circulacion de gases
(impulsado por una bomba)

2. En ese sistema, también existe
una camara estanca (aislada del
exterior, y con una cara transparente
que permite iluminar) y en la que se
coloca una hoja o parte de una hoja

3. Supongamos que a la caémara
entra aire con una
concentracion de CO, = 380
ppm (nivel atmosférico normal)

4. Si la hoja esta asimilando
CO, por fotosintesis.. <como
serd el nivel de CO, a la salida
de la camara estanca? <¢Igual,
mayor o menor?

5. A partir de la diferencia en ppm de CO, a la entrada versus a la salida de
la camara, y sabiendo el drea foliar expuesta y el tiempo transcurrido, podemos

conocer la tasa de asimilacion neta de esa hoja




Este que acabamos de describir
es un sistema de tipo cerrado:

Sistema de configuracion ‘cerrada’

—-[ ﬂumha} l

el aire circula en forma de
circuito entre bomba, camara,
IRGA y asi sucesivamente...

Asi eran los sistemas IRGA mas
antiguos.
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¢Qué inconvenientes tienen?:

- A medida que el aire circula por
la cdmara una y otra vez, los
niveles de CO, van disminuyendo vy
eso altera las condiciones de la
medicion.

- Paralelamente, la humedad dentro
de la camara va aumentando a
medida que la hoja transpira.

- También puede aumentar la T°

del aire y la hoja en la camara
(dependiendo del tipo de fuente de luz

utilizado)




En otro tipo de sistema llamado
de configuracion abierta (flujo
unidireccional), existen dos
circuitos en paralelo, cada uno
con su propio IRGA:

- Un circuito de ‘referencia’ que
Lﬁmtml del J7 NO pasa por la camara donde

flujo estd la hoja

- Un circuito con la muestra,
Cémara que pasa por la camara donde

esta fotosintetizando la hoja (o
solo respirando si estd en oscuridad o si es
un organo heterotréfico)

La diferencia en la concentracion de CO,
IRGA que se registra entre el circuito de
'4"“ '#%U referencia y el de la ‘muestra’, serd

: proporcional a la tasa fotosintética de la

hoja (para un drea foliar y tiempo considerado)

Por esto, a este tipo de
sistemas se los llama
‘diferenciales’




L

Control del
flujo

J,

Ventaja de los sistemas abiertos
(comparado a los de tipo cerrado):

- El nivel de CO, se puede mantener
constante, sin reducciones (si es una hoja

fotosintetizando) o elevaciones (si es un
organo heterotréfico respirando)

- Los modernos sistemas controlan
diversas variables en la cdmara de
medicidn:

- Temperatura (poseen un sistema
Peltier y disipadores)

- Pueden controlar la humedad de la
cdmara (con un desecante), la irradiancia
que recibe la hoja (luces LEDs), el nivel
de CO, (inyector con cartuchos de CO,
comprimido) y en ocasiones, el nivel de

oxigeno (para esto hay que agregar un
artefacto que mezcla aire con N,. y asi diluye

al O, atmosférico)




ANALIZADOR DE GASES POR INFRA ROJO (IRGA)
utilizado en el TP: CIRAS 2 (PP Systems)



En el TP ‘usaremos’ el CIRAS-2
(PP Systems)

Sistema abierto mm)  E| flujo de gases es unidireccional

Se compara el CO, de un
Modo diferencial — sistema de referencia (sin hoja)

versus un sistema de andlisis

(aire que pasé por la cdmara dénde estd
la hoja)




CIRAS-2

Consola con notebook

En su interior estdn los
IRGAs, bombas, filtros,
baterias, desecante,
fluximetros etc.

. . Por el interior de esta malla,
Es un sistema portable: puede vasan los  mangueras que

usarse en el campo en ambientes : conectan la pinza (cdmara)

naturales o en cultivos con la consola, asi como una
conexion eléctrica y de

informacion

Pinza, la camara donde se coloca la hoja

o parte de esta (ver mds detalles en la
diapositiva siguiente)



En este ejemplo, como se esta midiendo

con luz artificial, arriba vemos un cubo con

una parrilla de LEDs y por lo tanto no se
En la pinza propiamente dicha (sector donde & puede observar la parte superior de la
queda atrapada la hoja) hay un vidrio que FF'{j cdmara de la pinza [
cierra la camara (no alcanza a percibirse |2 :
en la foto)

Ventilador que
disipa calor

Midiendo la fotosintesis con luz

midiendo la fotosintesis de una -~ artificial
especie silvestre, en este caso X
utilizando luz solar p \

Una imagen de |Ia i tu

¢Qué ventajas tiene trabajar con luz artificial?:

- Podemos independizarnos de variaciones de la irradiancia que ocurren en
condiciones naturales y que interfieren con la medicion (hora del dia, nubosidad) (ver
diapositiva mds adelante)

- Sin embargo, en ocasiones segun el objetivo de estudio, se requiere medir en condiciones reales in
situ (luz natural)



Si bien no vamos a dar detalles técnicos del uso del equipo (lo cual escapa
a los objetivos de un curso de grado de fisiologia vegetal), les contamos algunas cosas
bésicas...

Una bateria removida

parcialmente  para  que
pueda ser observada

Tubo con absorbente de
CcO,

Inyector de CO, vy
Tubo con absorbente de

humedad con indicador de
color

cartucho removido

Esta es una vista posterior de la consola, donde se observan los tubos con
material desecante (simil silicagel) y absorbente de CO, ('sodalime’). Estos
tubos estdn intercalados en el circuito de gases del equipo y regulan los
niveles de humedad y de CO, de la cdmara de medicion, segin lo que el
usuario decida

También se observan las baterias removibles, y el inyector de CO, (con un
cartucho de CO, comprimido de muestra)



https://www.youtube.com/watch?v=wyacOTzPoDY

Algunas consideraciones. ..

1. Debe recordarse que An es un pardmetro a nivel de hoja

2. La tasa de asimilacion neta a saturacion de luz (A.;) es
una medida de la capacidad fotosintética (# de An in situ)

3. La An esta expresada en unidades de area foliar (por lo
tanto, influida por el espesor de la hoja)

4. Estandarizacion del tipo de hoja y del horario de las
mediciones

5. Medidas puntuales vs. Curvas de respuesta

Analicemos un poco estas cuestiones...



1.Debe recordarse que el valor de An que obtenemos es un

pardmetro a nivel de hoja

Supongan que ‘pinzamos’ este
sector de la 2da hoja de esta
planta (drea circular en linea
punteda):

1. La tasa de asimilacién neta que
obtendremos ho necesariamente es

igual al de otras hojas (con diferentes
niveles de N, ontogenia, exposicién etc)

2. La asimilacién de toda la planta
serd diferente al de una hoja
individual, ya que no se incluye el
intercambio de carbono de otros
organos (ej respiracién de tallos, raices)



2. La tasa de asimilacion neta a saturacion de luz (A,,;) es una medida de la
capacidad fotosintética (# de An in situ)

Siguiendo con el ejemplo anterior..

- Si medimos con una irradiancia que
sature a la fotosintesis (ej. 1000
Hmol fotones m=2 s para una planta
C;3), el valor de An que obtengamos

serd su 'capacidad fotosintética’ (o
sea, el maximo posible de An) .

- El valor que la An tenga realmente in situ,
dependera de las condiciones (por ejemeplo,
de luz) que tenga la hoja a cada momento

Dependiendo del objetivo del estudio, el profesional medira la An con
las condiciones reales in situ, o con una irradiancia a saturacion
luminica



3. La An estd expresada en unidades de area foliar (por lo tanto, influida
por el espesor de la hoja)

Veamos esto en 3D

iy
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Comparemos estas dos situaciones, dos hojas con
espesores claramente diferentes:

- La cantidad de tejido fotosintético que quedard
'pinzado’ en la cdmara de medicidn (circulo y en lineas
punteadas la proyeccién vertical del drea considerada) serd
muy diferente a pesar de tener ambas la misma drea

Si las hojas comparadas tienen diferente espesor (o sea, diferente drea foliar
especifica), es conveniente expresar la tasa fotosintética NO en base al drea,

sino en base a una unidad de peso seco (para que sea comparable la cantidad de tejido
fotosintético en ambos casos)



4. Estandarizacion del tipo de hoja y del horario de las
mediciones

Debemos comparar drganos equivalentes. En el
ejemplo de diapositivas anteriores, si en un
cultivar estudiamos la 2da. hoja, en otro

cultivar mediremos el mismo tipo de hoja. En los
casos en que es mds dificil esta estandarizacion, un criterio
que se usa muchos veces es medir ‘la hoja mds joven

totalmente expandida’

Otra cuestion importante a tener en cuenta

rery es el horario (por ejemplo, no podemos comparar

@ mediciones de las 9 hs, con mediciones a las 16 hs)

@l Comdnmente su usa la franja central del dia (11 a 15 hs, por
ejemplo)

Mientras leen esto, probablemente alguno piense 'si tengo luz artificial con los LEDs, no
me importa el horario’ (cQué opinan? cri cri cri...

Sin embargo..SI puede importar, ya que algunas especies tienen ritmos circadianos
endogenos (ritmos internos de la planta, de ciclo de aprox. de un dia) en el comportamiento de
sus estomas. En algunos casos esto puede ser un problema y hay que poner a punto el
horario para resolver esta cuestion.



5. Medidas puntuales vs. Curvas de respuesta

Medidas puntuales: se mide Ila tasa
fotosintética a una determinada irradiancia
(por ejemplo, si queremos comparar la capacidad
fotosintética de dos variedades de un cultivo,
haremos n mediciones a irradiancia saturante en un
cultivar Ay n mediciones en el cultivar B)

Curvas de respuesta: se mide en una misma
hoja la respuesta de la fotosintesis a cambios

en variables como la irradiancia o el CO, (con
estas curvas se obtiene diversa informacion; ver mds
adelante)

v
4
/
/
/
/{._/;Pc luminico.

/ Pendiente = Rendimento cuantico
de la fotosintesis (..,)

PPFD incidente
(umol fotones m? s™)




De momento, nos concentraremos en las

curvas de respuesta de la fotosintesis a la

irradiancia

‘Capacidad

fotosintética’

Curva generalizada de la
tasa fotosintética a la
irradiancia (PPFD)
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Pendiente = Rendimento cuantico
de la fotosintesis (¢.,)

400

PPFD incidente
(umol fotones m* s™)




¢Como se obtienen estas curvas 'de luz'?: se
varia la irradiancia (sPPFD), manteniendo
constante el nivel de CO, (380 ppm) y otras
variables (T°, HR) de la cdmara
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I. Pinzaremos con el IRGA el sector de hoja
a analizar, irradiando con un PPFD similar al

que ya tenia previamente la hoja (esto nos
asegura que ya esté 'aclimatada’ a esa irradiancia)
(punto '1" en la curva)

IT. Una vez registrado el valor de An inicial,
aumentaremos el PPFD en el equipo vy
esperaremos hasta que la fotosintesis se

estabilice en un nuevo valor (punto '2' en la
curva)

ITI. Luego volveremos a aumentar la
irradiancia repitiendo el paso II hasta que
observemos que la An no aumenta ante
cambios de irradiancia: hemos llegado a la
saturacion (punto '3' en la curva)

IV. Disminuiremos la irradiancia volviendo al
nivel del punto '1' (sefialado como '4).
Deberiamos registrar un valor de An similar
al obtenido en el paso I.

V. Se ird reduciendo la irradiancia y se
registrard la An en cada nivel, hasta llegar a
oscuridad (PPFD = 0) (puntos'5'a'9’ en la curva)

PPFD incidente Una vez obtenidos todos los puntos (valores de An a cada

(umol fotones m*s™)

irradiancia o PPFD; esto demora unos 30-40 minutos aprox..),
podemos construir la curva




En el TP, construiremos las curvas de respuesta de
la An a la irradiancia en 3 tipos de hojas:

- Hoja apical (expuesta a alta irradiancia) de
Glycine max 'soja’  Cj

- Hojade 'soja’ basal ('sombreada’)

- Hoja de sorgo de Aleppo. maleza C,

A partir de cada curva, podremos obtener:
- La tasa de respiracion ‘oscura’

- ElI PC | minico (irradiancia donde An = 0)
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- La ‘capacidad fotosintética’ (A,y) y la irradiancia bendiento = Rendimento cuéntico
de saTur‘aCién de la fotosintesis (¢..,)

400

PPFD incidente
(umol fotones m? s™)




Resultados

0 -1,6 -0,8 -1,55
50 0,3 0,7 -0,50
100 2,3 2,6 1,5
200 5,6 6,0 4,3
350 8,5 6,9 8,6
500 12,2 7,5 14,0
700 14,5 7,9 17,0
1000 15,7 7,8 22,0
1500 15,4 7,9 27,0
2000 15,5 7,75 35,6




1. Las curvas pueden graficarlas utilizando una planilla
de cdlculo (Excel)

2. El P¢jyminico Pueden obtenerlo usando sdlo los valores
del sector lineal de la curva (ej. los primeros 5 valores, a
irrdiancias menores):

3. La capacidad fotosintética y la irradiancia (PPFD) de
saturacién, las pueden obtener en forma 'grdfica

observando cada curva (lineas punteadas rojas en el
grdfico)

An (umol CO, m?s™)

~PC luminico

400

PPFD incidente
(umol fotones m? s™)
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Algunas preguntas para guiarlos en la discusion e interpretacion de
los resultados:

a. Comparen las curvas de los tres tipos de hoja. ¢Qué diferencias

observan? (concéntrense en los pardmetros antes descriptos, PC,,minico. Me€Spiracion,
A, irradiancia de saturacién etc.)

b. Explique desde el punto de vista bioquimico y fisioldgico las diferencias

observadas en la pregunta anterior (no postule argumentos del tipo '..porque
estd adaptada o aclimatada a esa condicién..’” Formule explicaciones mecanisticas).

c. ¢Cudl es el significado bioldgico del PCy,inico? O Sea, <qué implicancia
tiene para el balance de C de una hoja?




Ademds de realizar la actividad descripta anteriormente, respondan las siguientes
preguntas:

1. Los LEDs utilizados como fuente de luz artificial en estos equipos son
rojos y azules: <¢por qué creen que los fabricantes eligieron estos
colores? Justifiquen.

2. ¢ Por qué sera importante controlar variables en la cdmara donde estd
pinzada la hoja, todo el tiempo que dura la medicién? Piensen en qué
podria influir, por ejemplo, un cambio en la femperatura.

3. Antes les dijimos que los IRGA, ademds de medir cambios netos de CO,,
pueden cuantificar cambios en niveles de H,O. ¢Para qué podria servir
esto? Dicho de otra manera ¢Qué otro proceso fisioldgico podria medirse?

4. Supongan que desean medir la tasa fotosintética de una hoja que estaba
previamente en oscuridad. ¢Pueden pinzar la hoja en el equipo, encender los
LEDs y medir la An inmediatamente? Justifiquen en un contexto fisioldgico
y bioguimico.




Anexo: mencion de algunas aplicaciones de la metodologia IRGA

Sensado de CO, en cdmaras de post-

cosecha

Flujos de CO, en ecosistemas

(‘covariancia de Eddy’): usado
para analizar cudnto carbono fija un

ecosistema (ej, bosque, selva)

- ‘.: ;g@i@‘ .%&.

Medidas puntuales de fotosintesis y

curvas de respuesta: utilizado en estudios ¥ T

ecofisiologicos para el mejoramiento de cultivos

Respiracion de
Respiracion de tejidos micro organismos

heterotroficos (ej. troncos) del suelo




