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Abstract

In this study the chlorophyll a fluorescence induction curves, Kautsky curves, of
spinach leaves at 20, 30 and 40 °C were obtained and analyzed using a theoretical model
that directly includes the presence of different sections within the curves. The model
proposes the existence of three types of photosynthetic domains that host specific types
of reaction centers; which undergo the transitions responsible for the corresponding
emission of fluorescence of each of the three regions of Kautsky (OJ-JI-IP) curve.
Considering the kinetic characteristics of transitions the temporal evolution of the
concentration of each type of reaction center was found in the closed state. The model
provides a functional relationship between these concentrations and fluorescence which
includes eleven parameters, they were found by fitting the model to the experimental
curves. For 20°C the values of the kinetic constants corresponding to the OJ-JI-IP
sections are: 2.66576 [%], 0.14612 [%] and 0.0099 [%] With the temperature change
it was found that the first section of the curves (OJ) increased corresponding to it’s
kinectic constant, in the third or last section (IP) the corresponding rate constant
does not show significant changes. However, the second section (JI) shows an abnormal
evolution with the presence of a local maximum at 40 °C, this suggests the existence of

reverse transitions to those considered in the model, and the inhibition of fluorescence

processes.



Resumen

En este estudio se obtuvieron curvas de fluorescencia inducida de clorofila a, cur-
vas Kaustky, de hojas de espinaca a 20, 30 y 40 °C y se las analizé con ayuda de
un modelo teérico que incluye directamente la presencia de diferentes secciones den-
tro de las curvas. El modelo utilizado propone la existencia de tres tipos de dominios
fotosintéticos que albergan tipos especificos de centros de reaccion; los cuales experi-
mentan las transiciones responsables de la emisién de la fluorescencia correspondiente
a cada una de las tres regiones de una curva Kautsky (OJ-JI-IP). Considerando las
caracteristicas cinéticas de las transiciones se encontro la evolucién temporal de la con-
centraciéon de cada tipo de centro de reaccién en estado cerrado. El modelo establece
una relacién funcional entre la fluorescencia y estas concentraciones que incluye once
parametros, éstos se encontraron mediante el ajuste del modelo a las curvas experimen-

tales. Para 20 °C los valores de las constante cinéticas correspondientes a las secciones
OJ-JI-IP son: 2.66576 |, 0.14612|-=| y 0.0099[-1-]. Con el cambio de temperatura

1 1 1

m m ms
se encontré que la primera seccion de las curvas (OJ) presenta un incremento de la
constante cinética correspondiente, en la tercera o tultima seccién (IP) se aprecia que
la constante cinética correspondiente no muestra cambios significativos. Sin embargo,
la segunda seccién (JI) muestra una evolucién anémala con la presencia de un maximo
local a 40°C, esto sugiere la existencia de transiciones inversas a las consideradas en

el modelo, asi como de procesos de inhibicién de fluorescencia.



Capitulo 1

Fundamentos biofisicos

La fotosintesis es un proceso fisico-quimico que realizan las plantas, mediante el
cual utilizan energia de la luz solar para realizar la sintesis de compuestos organicos.

La ecuacién general del proceso fotosintético es:
6C' Oy + 6H50 + fotones — CgH120 + 604 (1.1)

La fotosintesis ocurre en los cloroplastos de las células vegetales (Figura 1.1) [2].
Estos organelos, estan delimitados por dos membranas. La membrana interior actia
como barrera, controlando el flujo de moléculas organicas cargadas dentro y fuera de
los cloroplastos [3], mientras que la membrana exterior es permeable a la mayoria de

iones. Estas dos membranas estdn separadas por un espacio de 10-20 nm. [1].

Cloroplastos
Hoja

Epidermis superior
:t; ﬁi.“l';-_ - ]
B -a.-ﬂ-ri‘nLL-v
l""mll'. ﬂ‘.
'l-; ‘5 .IL.

Ep|d_erm|5 mfermr

" Membrana interna

Membrana extema
Espacio inter-membrana

Figura 1.1: Cloroplastos en las células vegetales. Figura adaptada de [4].

Dentro de los cloroplastos se encuentra la “membrana fotosintética”la cual contiene
pigmentos fotosintéticos como la clorofila (un pigmento es una molécula que absor-
be determinadas de longitudes de onda de la luz solar), los carotenoides, ademés de

diversos lipidos, proteinas y enzimas necesarios para la fotosintesis [1].



1.1. Membrana fotosintética

La membrana fotosintética es una estructura cerrada, con un exterior acuoso lla-
mado estroma, y un interior igualmente acuoso conocido como lumen; su organizaciéon

se puede describir como un grupo de sacos membranosos apilados e interconectados [1].

Existen 5 tipos principales de complejos proteinicos en la membrana tilacoidal: Un
complejo antena (LHC), el fotosistema II (PSII), el fotosistema I (PSI), el complejo
citocromo bg/f v el complejo ATP sintasa (Figura 1.2 ) [2]. La absorcién de la luz
se da mediante de los complejos antena (LHC) y por micro-antenas dentro de cada
fotosistema. Cada fotosistema posee un centro de reacciéon en donde se encuentra un
grupo de clorofilas que éptimamente absorben a cierta longitud de onda. Bajo condi-
ciones normales el flujo de electrones va desde el fotosistema II a través del complejo

citocromo bg/ f hacia el fotosistema I [10].

Un complejo antena contiene entre 250-400 pigmentos que absorben la energia y la

A —
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Figura 1.2: Esquema del proceso fotosintético en la membrana tilacoidal. Figura Adaptada de [9].

transfieren mediante resonancia a una clorofila a en el centro de reaccién del foto-
sistema II (Figura 1.3) [6]. Los pigmentos que predominan en este complejo son las
clorofilas b y los carotenoides. En conjunto se define una unidad fotosintética (PSU)
como el conglomerado molecular que incluye alrededor de 300 clorofilas asociadas a un
centro de reaccion donde se inician las reacciones que producen la fotosintesis [13, 14].
Las clorofilas son las encargadas de absorber fotones, mientras que los carotenoides

tienen un rol de fotoproteccién en caso de exceso de luz.

El fotosistema II utiliza los fotones para oxidar dos moléculas de agua y asi obtener

una molécula de oxigeno molecular. Los cuatro electrones removidos del agua intervie-
nen en varias reacciones REDOX, para finalmente reducir NADPT a NADPH. Como
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Figura 1.3: Vista esquematica del transporte de energia desde los complejos antena hasta el centro
de reaccién (CR) [6].

consecuencia del transporte de protones se genera un gradiente de protones a través de
la membrana tilacoidal. Este gradiente genera una fuerza motriz proténica usada para

sintetizar ATP por el complejo ATP sintasa [10].

1.2. El proceso fotosintético

La fotosintesis comienza con la absorciéon de fotones por parte de los complejos an-
tena, la energia se transfiere entre los complejos antena en forma de excitones hacia los
centros de reaccion gracias a la interaccion de los momentos dipolares de las moléculas.
En el fotosistema II (PSII), la energia de los fotones es utilizada para dos reacciones
quimicas: la oxidacién del agua y la reduccion de la plastoquinona con la ayuda de mas
de quince polipéptidos y nueve diferentes componentes REDOX como por ejemplo:
clorofila, feofitina, plastoquinona, etc [1]. A esta secuencia de reacciones REDOX se la

conoce como cadena de transferencia de electrones.

1.2.1. Cadena de transferencia de electrones

Una vez que la energia del fotén absorbido se transmite al centro de reaccion del
fotosistema Il mediante excitones se induce la excitacién del conjunto Fgsgg, entonces

se tiene:
P680 — Pg80 (12)

Posteriormente, P, transfiere el electréon a la molécula feofitina (Pheo) y se carga
positivamente. P, es el agente encargado de oxidar al agua, mientras que la feofitina
transfiere el electron que reduce a la molécula () 4, ésta es una plastoquinona que acepta

solamente un electrén a la vez [3, 1].

En general, los centros de reaccion pueden estar en dos estados, abiertos o cerrados. Se

define un centro de reaccién cerrado cuando posee la siguiente configuracién [7]:

|Psso Pheo Q Qp] (1.3)

3



Cuando 4 ya esta reducida puede transferir un electrén a la molécula ()g dejando al

sistema abierto como en la configuracion 1.4.

[Pﬁgo Pheo QA QE} (14)

El proceso debe repetirse de manera que (g tenga dos electrones [7, 17]. Posteriormen-
te, cuando Qg se reduce a la forma Q> se protoniza, tomando protones del estroma
produciéndose PQH, llamado plastoquinol [17, 23] Como se indica en la Figura 1.4.

Finalmente los productos pasan al complejo citocromo bg/ f.

La oxidacion del agua requiere dos moléculas de agua y cuatro procesos secuenciales

Molecula A reducida

Molécula A oxidada

Complejo Antena

Centro de Reaccion

Membrana
Tilacoide Molécula B
L et wlil con 2 electrones
Estroma - orofilas enel Par especial de Clorofilas a Quinona

compleje antena dentro del centro de reaccion

Figura 1.4: Figura esquematica de los complejos antena del fotosistema II y las clorofilas de centro
de reaccion. La energia va desde el complejo antena hacia el centro de reaccion lo que permite obtener
una molécula @ p reducida con dos electrones [5].

en el centro de reaccién. Cada reaccién fotoquimica crea un agente oxidante [17].

La reaccién neta resulta en la creacion de una molécula de Oy, ademéas del deposi-
to de cuatro protones en el estroma, y la transferencia de cuatro electrones al sitio de
() (produciendo dos plastoquinonas reducidas). La transferencia de protones genera

un gradiente d H que permite la creacion de la ATP [17, 23].

1.3. Fluorescencia Inducida

La fluorescencia inducida de clorofila a se obtiene cuando hojas adaptadas a la
obscuridad se iluminan con luz que promueve la fotosintesis (luz actinica) al mismo

tiempo que se aplica un pulso intenso de luz (pulso saturado) capaz de excitar a todos

4



los centros de reaccion. El pulso saturado tiene como objetivo excitar a todos los cen-
tros de reaccién de modo que estos se cierran. Al estar todos cerrados se permite que

en estas condiciones la fluorescencia sea maxima [27].

La energia absorbida por las clorofilas de las hojas puede disiparse mediante la
fotosintesis, la emisién de fluorescencia y emisién de calor [2]. La fotosintesis requiere
que () g este doblemente reducida, por lo que para analizar la fluorescencia es necesario
impedir que esto ocurra. La fluorescencia se origina principalmente por la desexcitacién

de las clorofilas a del centro de reaccién del fotosistema II [7].

La evolucion temporal de la fluorescencia inducida F(t), se conoce como curva Kautsky
o curva OJIP ya que posee tres regiones (OJ-JI-IP) segin se muestra en la Figura 1.5
(18, 17].

Cada una de estas regiones poseen tiempos caracteristicos de duracion los cuales

Ft) [

| | |

Tiempo [ms]

Figura 1.5: Evolucion temporal de Fluorescencia inducida F'(t). Fj es el valor inicial de fluorescencia
y Fy, el méximo. Figura adaptada de Lazar et al. [18]

son: OJ [0-3]ms, JI [3-30]ms e IP [30-200]ms. La primera etapa (OJ) se conoce como
la fase fotoquimica ya que en esta fase el proceso principal es el aumento de la concen-
tracion de la especie @), [18], mientras que (JIP) se conoce como la fase térmica por
su sensibilidad a las variaciones de temperatura [18]. Varios estudios han demostrado

que las curvas Kautsky son sensibles a la temperatura [19, 17, 18].



1.4. Modelos para la Fluorescencia Inducida

No existe un modelo que logre explicar satisfactoriamente todas las caracteristicas
de las curvas de la fluorescencia inducida de clorofila a. El modelo base con el que
se trabaja es el denominado “Modelo ()4”, este modelo afirma que la emision de la

fluorescencia se debe enteramente a la reduccién de Q4 [29, 17, 27].

El “Modelo )47, explica adecuadamente la forma de la curva de fluorescencia in-
ducida en presencia del herbicida DCMU (CoH19CloN2O, 3 — (3,4 — diclorofenil) —
1,1 —dimetilurea) (Figura 1.6). E1 DCMU es un herbicida que es capaz de bloquear el
paso de electrones entre (J4 v @5 lo que permite alcanzar un maximo de fluorescencia

29].

Lad o wn
L L L
U U L]

Fluorescencia
P
i

=l
1
| |

L L

D r L L] ] L]
0.01 01 1 10 100 1000

Tiempo (ms)

Figura 1.6: Evolucién temporal de Fluorescencia inducida F(t) solo debido a la reduccién de Q4
bajo el efecto de DCMU. Figura adaptada de [18].

Se han identificado varias inconsistencias entre este modelo y los datos experimen-

tales [29] son:

= Un pulso saturado, el cual deberia inducir toda la fluorescencia, induce apenas

un 60 — 65 % de la misma.
= [}, es alcanzado solamente tras la exposiciéon a varios haces saturados.

» En presencia del DCMU se logra excitar con un pulso saturado apenas el 70—75 %

de la fluorescencia inducida

Debido a estos argumentos se ha planteado la necesidad de alternativas para el Modelo
Q4 , las inconsistencias sugieren la existencia de procesos adicionales involucrados en

la emision de fluorescencia [18].



Varias ideas se han propuesto para conciliar las inconsistencias del modelo ()4 que

segun [29] son:

= En la cadena de transferencia de electrones existen mas reacciones REDOX, que
provocan que la fase térmica se deba a la reduccion de (), mas no esta acorde a

observaciones experimentales.

= Los centros de reaccién del fotosistema II son heterogéneos oo — 3 — v — ¢, de esta

manera se explicarian las dos fases de la induccién de fluorescencia en presencia

de DCMU.

= Existe un campo eléctrico transmembranal, el cual es encargado de inducir la
separacion de carga, se propone que el campo aumenta en las fases OJIP, sin

embargo, se ha observado que el campo eléctrico disminuye en la fase IP.

Particularmente, se ha propuesto que cambios conformacionales en los complejos
proteinicos, los cuales son variaciones en la estructura espacial de las proteinas que
forman parte de las unidades fotosintéticas, como el denominado C' P47, estan también
involucrados en la generacion de las curvas Kautsky [29]. Sin embargo, hasta el momen-
to no se ha planteado un modelo que incluya la nocién de los cambios conformacionales

para el andlisis de la fluorescencia inducida [29, 17].

En este trabajo se obtuvieron curvas experimentales de fluorescencia inducida de
clorofila a bajo las temperaturas de 20, 30y 40 °C. Ademas se desarrollé un modelo que
describe los procesos que dan origen a la curva Kautsky, el cual es una extension del
modelo propuesto por Paillotin [13, 7, 18]. El modelo planteado propone que cada region
de la curva Kautsky, tiene asociado un tipo de dominio especifico que es responsable

de la emision de fluorescencia de cada una de las regiones.



Capitulo 2

Métodos

2.1. Modelo tedrico

2.1.1. Modelo de Paillotin

Este modelo plantea la existencia de unidades fotosintéticas asociadas a cada centro
de reaccion, las cuales a su vez se agrupan en dominios fotosintéticos con al menos
cuatro centros de reaccion [13]. Un centro de reaccién puede estar abierto o cerrado
dependiendo del estado de oxidacion de () 4.

El proceso de transicion entre estos dos estados se representa de la siguiente manera:

C Rapierto (estado0) — CReerrado (estado P)

2.1
Qa— Q4 (21)

Considerando N dominios fotosintéticos idénticos con r centros de reaccion, el rendi-

miento de fluorescencia V() macroscopico viene dado por:

V(t) = ; %% = <sﬁ (%)> (2.2)

Donde 7; es el niumero promedio de dominios con ¢ centros de reacciéon cerrados y ¢;
es el rendimiento correspondiente [13].

La concentraciéon de centros de reaccién cerrados, ¢ se define como [13]:

r

- (2

q:

Es de interés relacionar V() con ¢



Desarrollando ¢ ( ) en series de Taylor alrededor de g se obtiene:

i
T

© (%) = o(q) + # (% — q) + SDHQ(!Q) (% — q)2 + o (2.4)

Hallando el promedio de 2.4 se tiene que:

(o (1)) =totan+ (EL (-4} + <9"2—,‘” (Z- q)> b 29

Entonces,

Vi = (v (1)) = ol + 53 (G- @) ola) + (2:6)

De esta relacion se puede concluir que, %2 << 1V(t) = ¢(q) Entonces:

V(g =0) =0 =1th
y (2.7)
Vig=1)=¢r=1vp

Al inicio del proceso fotoquimico descrito en 2.1 todos los centros de reaccién estan en
el estado abierto (i = 0) y asumiendo que el rendimiento de la fluorescencia depende
esencialmente de i, se puede afirmar que el rendimiento de fluorescencia de un solo
dominio (yp) es igual al rendimiento de fluorescencia de una unidad fotosintética aislada

(10) cuyo centro de reaccion esta en el estado 0; Andlogamente para i = r, es decir:
wo = Yo (2.8)

Pr = ¢P (29)

Yp es el rendimiento de fluorescencia de una unidad fotosintética cuyo centro de reac-
cién estd en el estado P [13].

El rendimiento de un dominio ;, correspondiente a 7 centros de reaccién cerrados,
puede escribirse en funcién del rendimiento cuando ¢ = 0 si se considera que las ex-
citaciones migran mediante saltos sucesivos entre unidades fotosintéticas y se utilizan
las probabilidades de que los centros de reaccién capturen o pierdan las excitaciones

de modo que; las expresion encontrada es [13] :

Rp
;R . 2.10
Donde Rp es:
Pr ¢P
Rp=1-="1— 2.11
g Y0 Yo ( )



Recordando la ecuacién 2.6 se tiene que:

Rppo
V(t) = (p;) = 2.12
La variacion del rendimiento de fluorescencia se define como:
V(g(t)) — V(g =0) R — o
AV(t) _ q q = _ RP—q(RP—l) _ q . (213>
Vig=1)-V(g=0) ©r — 0 Rp(1—q(1—- %))
Definiendo a p =1 — P}_p tenemos que:
(1 —p)g(t)
AV (t) = 2.14
() 1 — pq(t) (214)

p se conoce como el parametro de conectividad entre dominios. Experimentalmente:

F(t) — Fy
AV (t) = ——— 2.1
V() = 5o (215
Entonces, igualando 2.14 con 2.15 se tiene que:
F@)—Fo  (1-p(t)
AV (t) = = 2.16
(¥ Fn — Fo 1 — pq(t) ( )
A partir de 2.16 se puede afirmar que:
1 — t t
F(t) = Fo+ (F, — RS2 _ gyl (2.17)

Donde a = (F,,, — Fy)(1 — p).

A continuacién se presentan las graficas de la evolucion de F(t) segin la ecuacién
2.17. A medida que el tiempo avanza, tras una transicién dada, la concentracion de ),
aumenta llegando a un punto de saturacion, es decir cuando todos los centros de reac-
cion estan cerrados. Como se observa en la Figura 2.1, este modelo también depende
de una constante cinética que marca la velocidad a la cual se da la transiciéon, ademas

de poseer la forma sigmoidal.

Las curvas fueron construidas con los valores mostrados en la tabla 2.1. Donde k
es la constante cinética, Fj es el valor de la fluorescencia inicial y N es el niimero de

particulas.
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09 | F2(t
F3(t
08 |-
0.7 |-

06 |

F(t)

05 |

04 |-

tiempo [ms]

Figura 2.1: Curvas obtenidas de la ecuacion 2.17 para los parametros mostrados en la tabla 2.1. El
tiempo esta en escala logaritmica

Parametro Fi(t) Fy(t) F35(t)

j, 0.1 0.1 0.1

k| = 1.55 1.98 3.5

Fo 1.702 1.832 3.95

N 500000000 500000000 500000000

Tabla 2.1: Pardmetros con los que se calculd las diferentes evoluciones temporales de F(t), presentados
en la Figura 2.1.

2.1.2. Modelo Propuesto

La suposicion principal en este estudio es la de considerar que el modelo de Paillotin
describe el comportamiento de la fluorescencia en una region aislada (OJ, JI o JP) de la
curva Kautsky. Considerando que existen tres regiones en una curva Kautsky (Figura
1.5) se propone la existencia de tres dominios cada uno asociado a un proceso de
transicién y a una de las tres regiones de la curva de emision de fluorescencia inducida

de clorofila a. En analogia con la ecuacién 2.17 ahora se tiene que:

(2.18)

Donde:

Fy son los valores iniciales de fluorescencia

a,, son los pesos estadisticos de cada término

Po SOn términos caracteristicos del complejo y los parametros de conectividad

d. s la fraccion de centros de reaccion cerrados de cada tipo de dominio

Esstos dominios se diferencian entre si debido al estado en los que se hallen como se
muestra en la figura 2.2. Cada tipo de dominio influye en una region especifica de la

curva Kautsky, ademas los procesos estan ligados, de tal forma que tras llegar a cierto

11



valor umbral temporal se desencadena el siguiente proceso.

Membrana Tilacoide

Dominio

Dominio

P [ 2]

Tiemipa jms)

Figura 2.2: Relacion entre los dominios propuestos y las regiones de la curva Kautsky.

2.1.2.1. Cinética de las transiciones

La evolucién temporal de la concentraciéon de los centros de reaccién en determinado
estado (abierto o cerrado) de los tres tipos de dominios de la curva Kautsky esta

asociada a las transiciones:

Ay B, a=1,23 (2.19)

Donde:
A, es la concentracion de centros de reaccién abiertos en un dominio tipo «
B, es la concentracién de centros de reaccién cerrados en un dominio tipo «

k., constante cinética de la transicién.

Las transiciones de la forma 2.19 podrian ser consideradas cambios conformaciona-
les. Dichos cambios son capaces de provocar procesos como la reduccion de ()4, que es
fundamental para la emision de fluorescencia [17].

Existe una conformacion inactiva I (centros de reaccién abierto) y otra activa I (centros
de reaccién cerrados). Estas transiciones promueven la emisién de fluorescencia.

El primer proceso, ligado a la region OJ, es:
A3 B, (2.20)

Después de este proceso, cuando el tiempo llega a cierto valor umbral, la siguiente

transiciéon comienza, entonces:

A, 3 B, (2.21)
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0 t<T
oy = 1 (2.22)
ke t>1T,

Mientras que para el tercer proceso:

As 5 By (2.23)
t<T

=l ) It (2.24)
ky t>T)

donde T; y T5 son valores de umbrales temporales que define el inicio de la segunda y

tercera transicion respectivamente.

2.2. Experimentos

2.2.1. Preparacion de muestras

Los experimentos se realizaron con secciones de hojas frescas de espinaca con un
drca de 4cm?. Estas fueron lavadas y pesadas al iniciar el experimento con esto se
obtiene el valor (m;). Posteriormente se coloc6 las muestras en agua para hidratarlas
durante 30 minutos para nuevamente ser pesadas obteniendose el valor (my). El pro-
ceso de hidrataciéon permite trabajar con muestras con un contenido de agua similar.
Finalmente las hojas se adaptaron a la oscuridad durante diez minutos segin se indica
en la seccién 1.3. [28]. Es importante evaluar la pérdida de agua por parte de la hoja.

Si la pérdida es de alrededor del 20 % las curvas se distorsionan [36].

Después de terminado cada experimento se pesé la hoja obteniendose el valor (my).

Con los valores obtenidos se calculé la densidad de la hoja segin:

mp

5h:A—T

(2.25)
donde Ar es el area total de la hoja y d;, es la densidad inicial con hidratacion de la

misma,
mpy

o = 5 (2.26)

donde A, es el drea de 4 cm? de la hoja y d; es la densidad final de la muestra.
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2.2.2. Medidor de fluorescencia

Las mediciones de fluorescencia se realizaron con el analizador de fluorescencia
“Multiple Excitation Wavelength Chlorophyll Fluorescence Analyzer” (MC-PAM, Heinz
Walz GmbH, Effeltrich, Germany). El equipo utiliza plataforma Windows con el soft-
ware llamado PAMWIN, para los experimentos se utilizo un computador portatil Acer
i5. En la figura 2.3 se muestra el equipo usado. En la figura 2.4 se presenta la hoja

acoplada al equipo.

Figura 2.3: Montaje experimental: 1: MC-PAM, 2: Variador de voltaje, 3: Detector, 4: Emisor y 5:
Resistencia de potencia

Se configurd el equipo con una longitud de onda de 400 nm para la luz actinica.

6 W y 440 nm para el pulso satura-

Ademas se trabajé con una intensidad de 462
do. De esta manera se indujo la fluorescencia segiin se recomienda para mediciones con
hojas in vivo [26]; ademds se utiliz6 un filtro que impide la deteccién de longitudes de
onda mayores a 650nm para evitar que se exciten otros procesos. Existen tres bandas
de absorcién de haces de la fluorescencia, 440nm, 680nm y 700nm [35]. En este trabajo
se realizé el estudio de la banda azul (440nm) de fluorescencia, banda importante para
el estudio de los mecanismos que muestra la fluorescencia en respuesta a su entorno
como por ejemplo el estrés térmico [35]. Ademads la medicién se la realizé en un rango

de alrededor de 200 ms como se recomienda en |38, 39, 26].
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Figura 2.4: Hoja de espinaca en el porta muestras para el registro de fluorescencia.

2.2.3. Control de Temperatura

El control de temperatura se realizé6 con un montaje adicional ensamblado para
propésito de este estudio. Se usé una resistencia eléctrica de 3302 y potencia de di-
sipacion de 25 W para emitir radiacién térmica segun el voltaje que se le aplique de
acuerdo al circuito de la figura 2.5. La temperatura se midié mediante el uso de una

termocupla. En la figura 2.6 se presenta el montaje final del MC-PAM.

\%

Vmetro

WW

330 Ohms
25 Watts

Figura 2.5: Circuito utilizado para controlar la temperatura. Se hace uso de la radiacion térmica que
emite la resistencia de potencia.
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Figura 2.6: Control del temperatura acoplado al sistema para inducir fluorescencia. Montaje expe-
rimental: 1: Termocupla, 2: Disipador y 3: Resistencia de potencia

2.2.4. Mediciones

Después de preparar las muestras y configurar el equipo se procedié a tomar las
medidas de la evolucién temporal de la fluorescencia inducida F(t). Se realizaron tres
tipos de experimentos. Cada tipo de experimento se repitié dos veces. Se tomaron cur-
vas a 20, 30 y 40 °C debido a que las curvas a temperaturas intermedias como por
ejemplo 25°C es muy poca la variacion de la curva de 20 °C, incluso estd dentro de
las barras de error de la misma, haciéndola estadisticamente la misma curva. Se partio
desde la temperatura ambiente hasta que se hall6 una temperatura limite que provoca

cambio importantes en las curvas Kautsky

EXPERIMENTO 1
En este experimento se tomaron medidas de F(t) para tres temperaturas: 20, 30 y 40 °C

Los pasos de este experimento se detallan a continuacion:
1. Se peso la hoja (m;)
2. Se hidraté la hoja durante treinta minutos
3. Se pesd la hoja (my,)
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10.

11

Se adapto la hoja a la oscuridad durante diez minutos

. Cuando la hoja llegé a 20 °C y se estabilizo en este valor durante cinco minutos, se

tomo 10 curvas F(t), con un intervalo de un minuto entre cada toma de medidas [3]
para que se reoxide la plastoquinona y los fotosistemas no se saturen, provocando

una distorsion en las medidas.

Se aumento el voltaje, de manera que la temperatura llegé a 30 °C
Idem paso 5 para 30°C

Se realizé una pausa para hidratar la hoja durante de diez minutos|36]
Se aumento el voltaje, de manera que la temperatura llegé a 40 °C
Idem paso 5 para 40°C

Se peso la hoja (my)

EXPERIMENTO 2

En este experimento se tomaron medidas de F(t) sin variar la temperatura, se tomaron

las medidas a los tiempos en los que se llegd a 20, 30 y 40 °C en el experimento 1. Los

pasos de este experimento se detallan a continuacion:

10.

Se peso la hoja (m;)

Se hidraté la hoja durante treinta minutos

Se peso la hoja (myp,)

Se adapté la hoja a la oscuridad durante diez minutos

Cuando la hoja llegé a 20 °C y se estabilizé en este valor durante cinco minutos, se

tomé 10 curvas F(t), con un intervalo de un minuto entre cada toma de medidas.
Se espero el tiempo que tomé llegar a 30 °C en el experimento 1

Idem paso 5 para 30°C

Se espero el tiempo que tomé llegar a 40 °C en el experimento 1

Idem paso 5 40°C

Se pesé la hoja (my)
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EXPERIMENTO 3
En este experimento se tomaron medidas de F(t) para tres temperaturas: 40, 30 y 20
°C. Este experimento es un experimento de control, ya que es el inverso del experimento

1. Los pasos de este experimento se detallan a continuacion:
1. Se peso la hoja (m;)
2. Se hidraté la hoja durante treinta minutos
3. Se peso la hoja (my,)
4. Se adaptdé la hoja a la oscuridad durante diez minutos
5. Se aumento el voltaje, de manera que la temperatura llegd a 40 °C

6. Cuando la hoja llego a 40 °C y se estabilizo en este valor durante cinco minutos, se

tomé 10 curvas F(t), con un intervalo de un minuto entre cada toma de medidas.
7. Se disminuyd el voltaje, de manera que la temperatura llegd a 30 °C
8. Idem paso 6 para 30°C
9. Se disminuyo el voltaje, de manera que la temperatura llegd a 20 °C
10. Idem paso 6 20°C

11. Se pesé la hoja (my)

2.3. Analisis de las curvas experimentales

El analisis de las curvas experimentales incluyo el ajuste de las curvas de fluorescen-
cia con la funciéon F(t) definida en la seccién 2.1.2. Como resultado se obtuvieron los
valores de los parametros k., a., po, con a = 1,2, 3, T} y T5. Estos valores corresponden

al valor minimo de x? entre la curva tedrica y experimental.

El ajuste de curvas se realizé con un programa escrito en C++4, compilado usando
GNU G++ en un computador portatil MacBook Pro i5. El programa se presenta en

Anexos.

2.3.1. Calculo de ¢(t)

Para el calculo de las fracciones ¢, se obtiene B, usando las ecuaciones 2.20:2.24,

recordando que:
B,

- 2.2
B+ A (2.27)

Ga(t)
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Para decidir que transiciéon de las tres planteada ocurre se utiliza el calculo de un
desarrollo al estilo del algoritmo de Gillespie que valida el algoritmo utilizado [40]. Este
algoritmo como resultado proporciona tiempos estimados en los cuales se produciria

una reaccion tipo 2.19. Segun [40):

1 1
To = W In (E) (2.28)

Donde r, es un nimero aleatorio entre 0 y 1.

Como se explicé anteriormente, después de transcurrido cierto tiempo (7}) se desenca-
dena un segundo proceso, entonces para decidir si se da 0 no una transicién se compara
T1 con Ty, se producird la reacciéon con el menor 7,. Se llega a un segundo umbral tem-
poral (T3) lo que permite un tercer proceso, de igual manera, se compara los 7, entre
si, v el de menor valor es el que corresponde a la transicién que ocurre. De esta manera
si ocurre la transicion A, disminuye mientras B, aumenta. Las constantes cinéticas k,

y los valores umbrales T, son definidas para cada curva Kautsky.

2.3.2. Algoritmo para la biisqueda de parametros

1. Se escoge de un grupo de valores I1g, donde Iog = Iy = (kY, pY, af, k9, p9, a3, k9, p9, a3, TP, T3)),

que permiten un ajuste inicial aceptable.

2. Posteriormente se escogieron aleatoriamente nuevos valores para estos parametros (II;g)
dentro del intervalo Ilgg & 0,0111gg

3. Después se calcula y? para cada t, si X? < Xzz—l se reemplaza Ilgg con Il;g

Se repite el algoritmo 100 veces y se seleccionan los parametros para los cuales x? es
minimo. A su vez este proceso se repitié varias veces usando como Ilgs a Iz hasta

que el valor de x# no varié sensiblemente.

Para el célculo de F(t) se inicia con los valores de By = By = B3y = 0 , asumien-
do que no se ha dado ninguna transiciéon. El tiempo experimental proporcionado por el
equipo es de: At.,, = 0,01, por lo que para la simulacién se considera el mismo tiempo.
Los parametros Ilps se determinaron para realizar el ajuste a la curva experimental
calculando F(t) usando el modelo propuesto en la seccion 2.1.2.

Para el calculo del error se utiliza:

_ E(F(t>emp - F(t>modelo>2
error = \/ N (2.29)

donde N, es el numero de puntos experimentales.
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Capitulo 3

Resultados

En este capitulo se presentan los resultados de las dos series de experimentos rea-
lizados. Estos se realizaron bajo las mismas condiciones de temperatura, en diferentes

hojas y en diferentes dias.

Para cada experimento se registraron los pesos, tanto iniciales como finales, para saber
si el porcentaje de agua perdido supera el 25 %; de ser asi, las curvas estarian distor-
sionadas debido a la deshidratacién extrema de la muestra. En el cuadro 3.1 se observa
que para los tres experimentos se mantiene el rango adecuado de hidrataciéon haciendo

validas las curvas tomadas.

[e] lg] lg] [e] [min] % % [/ erm]

Tabla 3.1: Tabla de pesos de las hojas para los 3 experimentos.

3.1. Primera serie de experimentos

En las Figuras 3.1, 3.2 y 3.3 se presenta el promedio de diez curvas por cada expe-
rimento. Todas las curvas presentan varias barras de error en color azul, no se grafican

todas, sin embargo se presenta una muestra para poder tenerlas como referencia, .

Estadisticamente, en el experimento 1, las curvas para 20°C y 30°C son apenas
diferentes, mientras que la diferencia de forma con la curva de 40 °C es mayor. Cuali-

tativamente se observa que las regiones O-J-I-P son diferentes para las tres curvas.

El experimento 2 muestra que el tiempo no es un factor que afecte a las curvas

de fluorescencia inducida. Se tomaron las medidas a los mismos tiempos en los que
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Curva experimental para 20 C
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Curva experimental para 30 C
Curva experimental para 40 C
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Fod

F(t)
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Figura 3.1: Curvas correspondientes al experimento 1 para 20, 30 y 40 °C en hojas de espinaca con
barras de error representativas

- —_— —_— — - —

Curva experimental para 20 C

Curva experimental para 30 C
Curva experimental para 40 C

1 . M M M B M -
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.2: Curvas correspondientes al experimento 2 para 20, 30 y 40 °C en hojas de espinaca con
barras de error representativas

se tomaron en el experimento 1. Se comprobd que las tres curvas obtenidas son las
mismas. Lo que quiere decir que bajo tiempos de alrededor de dos horas el estado de

las muestras no varia.

El experimento 3 muestra un comportamiento diferente al experimento uno, el proce-
so en este experimento fue de enfriamiento, es decir la temperatura partié de 40°C a
20°C. La diferencia del proceso realizado llevé a curvas diferentes a las del experimen-
to uno. 40°C es la temperatura mas alta en la cual se obtuvieron las curvas, por ello,
la forma es significativamente diferente a las demas, sin embargo se ve una tendencia
hacia la forma de 40°C en la curva de 30°C. Para llegar a 40 °C se rehidrato la hoja,

lo que significa que podria ser una temperatura limite, es decir que a esta temperatura
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Figura 3.3: Curvas correspondientes al experimento 3 para 20, 30 y 40 °C en hojas de espinaca con
barras de error representativas

pueden existir danos en los fotosistemas.
En relaciéon con las curvas en todos los experimentos, se puede observar que salvo el

valor inicial de Fluorescencia Fy, las curvas son similares durante los primeros 3ms (la

fase O-J).

Debido a la gran diferencia entre las curvas experimentales del experimento uno y
el experimento 3, se presenta a continuacion las Figuras que muestran mas detallada-

mente las diferencias.

curva Iexperimer'ltal rl:ara 20C expérimento 1 I
curva experimental para 20 C experimento 3
6 |- -
5 = =
= | i
o 4
3 |- -
2 | -
1 " L P | L " Ml | " " P | " L M | L " "
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.4: Curvas correspondientes al experimento 1 y al experimento 3 para 20 °C, en hojas de
espinaca con barras de error representativas

Para 20 °C la curva tiene diferente inclinacién, no tiene el mismo valor de Fy. Sola-
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mente se intersecan en un punto como se observa en la Figura 3.4.

Para 30°C la curva tiene diferente inclinacién de igual manera, ademas Fj. es di-
ferente. Se intersecan en un punto sin embargo mantienen la misma forma como se

observa en la Figura 3.5.

Para 40 °C la curva no se interseca en ningun punto, el valor de F{ es diferente pero la

forma se mantiene como se observa en la Figura 3.6.

F(t)

curva experimental para 30 C experimento 1
curva ?xperimental para 30C expe;rimentc 3

0.01 0.1 1 10 100 1000
tiempo [ms]

Figura 3.5: Curvas correspondientes al experimento 1 y al experimento 3 para 30 °C, en hojas de
espinaca con barras de error representativas

25 ¢

curva experimental para 40 C experimento 1
curva Ie:mpen' mental Ppara 40C exPerimentc 3 :

0.01 0.1 1 10 100 1000
tiempo [ms]

Figura 3.6: Curvas correspondientes al experimento 1 y al experimento 3 para 40 °C, en hojas de
espinaca con barras de error representativas
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3.1.1. Resultados del Ajuste

3.1.1.1. Experimento 1

3.1.1.1.1 Curvas para 20°C

Regiéon Parametro Valor Pardmetro Valor Pardmetro Valor
OJ D1 0.46959 k1 % 2.66576 ay 0.96638
JI P 0.513721 ko |=-|  0.14612 as 0.94119
IP D3 0.62768 ks % 0.0099 as 0.71143
Ty Ims]  0.97 Ty ms] 204
Ey 1.7
Y 171583

error 0.0534763

Tabla 3.2: Resultado del ajuste de curvas de 20 °C. del experimento 1

Los parametros de conectividad para las tres regiones estan dentro del rango [0,4 —
0,6]. Las constantes cinéticas disminuyen para todas las regiones, lo que indica que los
procesos JI y IP se vuelven mas lentos, o que las transiciones se demoran mas en suce-
der, principalmente IP con un valor de 0,0099%. Los valores de los pesos estadisticos
son cercanos a la unidad, y no tan distintos entre si, lo que implica que los tres términos
tienen un peso similar. El primer tiempo umbral es de cerca de 1ms mientras que el

segundo cerca de los 20ms.

El ajuste da un error porcentual de 5%. La curva obtenida estd dentro de las barras

de error, obteniendo un ajuste correcto.

7

' Cu'r\.ré'Exp'erimlen'teltl péra 20C — )
Modelo

0.01 0.1 1 10 100 1000
tiempo [ms]

Figura 3.7: Comparacion entre curva experimental para 20 °C del experimento 1 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.2
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3.1.1.1.2 Curvas para 30°C

Region Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ I3 0.52522 ki | — 3.94255 a 0.89441
JI Do 0.58761 ko | — 0.32179 s 0.52922
IP ps 0.81985 ks |==|  0.025797 as 0.57525
Ty [ms]  0.715 Ty ms|  13.497
Fy 1.9
Y2 33957.5

error 0.0368551

Tabla 3.3: Resultado del ajuste de curvas de 30 °C. del experimento 1

Los valores de conectividad estan entre [0,5 — 0,8], valores mayores a los de 20 °C.
Las constantes cinéticas mantienen la tendencia de disminuir para cada regién. Los
pesos estadisticos para JI e IP son similares mientras que el término de OJ se impone
a los demas. T7 es 1.9 ms, un valor mayor al de 20°C, T5 es 13.497 ms, en este caso

menor. El valor de Fjy aument6 con respecto al valor de 20°C .

El error para este ajuste es del 3% y de igual manera se encuentra dentro de las

barras de error.

" Curva IE)rtr:;erim'r.-‘:n'ttlull péra 30C — -/

Modelo '
| A

.| _ |

1 L " M | L " Pl | L PR | " P |

0.01 0.1 1 10 100 1000
tiempo [ms]

Figura 3.8: Comparacion entre curva experimental para 30 °C del experimento 1 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.3

3.1.1.1.3 Curvas para 40°C

Los valores de conectividad disminuyen a un promedio de 0.4. Como en el resto
de las curvas, se mantiene la tendencia de las constantes cinéticas al disminuir para

cada regién. En cuanto a los pesos estadisticos, OJ es el término predominante. El
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Region Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor

OJ 2 0.340885  k; |=-|  3.25151 ay 1.31613
JI P 0.356932 ko [=-|  0.146454 as -0.185193
IP ps 0.599145 k3 |—-|  0.0416378 as 0.653396
Ty ms| 6 Ty Ims] 23
I 3
X 9455.35

error 0.0194477

Tabla 3.4: Resultado del ajuste de curvas de 40 °C. del experimento 1

término de JI(az) es negativo, lo que sugiere la existencia de algtin proceso alterno de
desexitacién que inhibe la emision en esa regién de la curva. T} es de 6 ms, un valor
mayor al de 30 °C, de igual manera T, con un valor de de 23 ms. El valor de Fy aumenté
con respecto a las dos previas temperaturas.

El error de este ajuste es 1 %.

" Curva Exberirﬁeh'tal ﬁ}ara 40C
65 | Modelo |

25 . M B MR B M B M A
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.9: Comparacion entre curva experimental para 40 °C del experimento 1 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.4

Los valores de las tres temperaturas son:

En cuanto a los valores de conectividad p;: p; se mantiene constante en un valor
alrededor de [0,3 — 0,5]; p2 a 20°C y 30°C se mantienen constante, mientras que para
40 °C disminuye; la tendencia de p, se mantiene para ps.

Las constantes cinéticas para la regiéon OJ es siempre de mayor valor que las demaés,

mientras que para la regiéon IP son las de menor valor.

El valor de a; se mantiene alrededor de [0,9 — 1] para todas las temperaturas, mientras

que el valor de ay disminuye con la temperatura hasta obtener un valor negativo para
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Region Parametro Valory Valorsg  Valory
OJ D1 0.46959 0.52522  0.340885
OJ ki|—|  2.66576 3.94255  3.25151
OJ ay 0.96638 0.89441  1.31613
JI P 0.513721  0.58761  0.356932
JI ko |==|  0.14612 0.32179  0.146454
JI as 0.94119 0.52922  -0.185193
IP ps 0.62768 0.81985  0.599145
IP ks |==|  0.0099 0.025797  0.0416378
IP as 0.71143 0.57525  0.653396
I 1.7 1.9 3.0
Frae  6.95074 6.95207  6.32676
Ty [ms]  0.97 0715 6
Ty [ms] 204 13.497 23
X 171583 33957.5  9455.35
crror  0.0534763 0.0368551 0.0194477

Tabla 3.5: Resultado del ajuste de curvas de en el experimento 1.

40°C . El valor de a3 disminuye entre 20 °C y 30 °C mientras que para 40 °C aumenta.

El valor T disminuye entre 20°C y 30°C, y aumenta para 40 °C El T, disminuye solo

para 30 °C, para el resto se mantiene alrededor de los 20 ms.

El valor inicial Fj; aumenta a medida que aumenta la temperatura.

3.1.1.2.

Experimento 3

3.1.1.2.1 Curvas de 20°C

Regién Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ D1 0.34 ki |==| 2.6 ay 0.51
JI D2 0.46 ko |[==| 0.9 as 0.145
IP D3 0.5 ks | — 0.01 as 0.4
Ty ms] 1 Ty |ms| 71
Fo 2.3
x> 56472.9
error 0.0306792

Tabla 3.6: Resultado del ajuste de curvas de 20 °C de la serie 1 para el experimento 3.

En comparacién a la curva de 20°C del experimento 1, los parametros de conec-

tividad se mantienen casi constantes, los pesos estadisticos disminuyen y los tiempos

umbrales aumentaron. k; se mantuvo constante, mientras que Fy aumentd. El ajuste
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de esta curva da un error del 3%.

T 1 T L T L T L
Curva Experimental para 20C experimento 3 )
38 | Modelo experimento 3 T i
36 .
34 -~ .
7- :—/
. 32t / i
= i
L i
3 | / i
28 | -
26 | / i
#
24 | // §
22 L M 'l | M L Ml | M | Ml | M M "
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.10: Comparacién entre curva experimental para 20 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.6

3.1.1.2.2 Curvas para 30°C

Regién Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ I 0.338661 ki | 3.61454 a 0.621317
JI Do 0.35164 ko % 0.010001 as -0.180332
IP D3 0.599579 ks i 0.0200959 as 0.479608
Ty ms] 5 Ty ms] 40
F 2.45
x> 10388.8

error 0.0203851

Tabla 3.7: Resultado del ajuste de curvas de 30 °C de la serie 1 para el experimento 3

En comparaciéon a la curva de 30°C del experimento 1, los parametros de conec-
tividad disminuyen, de igual manera los pesos estadisticos disminuyen, incluyendo un
término negativo, como se observé para 40 °C en el experimento 1. Los tiempos um-
brales aumentaron. k; disminuyd, pero Fy aumentd con respecto al experimento 1. El

ajuste de esta curva da un error del 2 %.
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Figura 3.11: Comparacién entre curva experimental para 30 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.7

3.1.1.2.3 Curvas para 40°C

Region Pardmetro Valor Pardmetro Valor Pardmetro Valor
OJ P1 0.52 k % 3.5 ay 3.5
JI D2 0.03 ko % 0.03 o -0.18
IP D3 0.05 ks % 0.05 as 0.48
Ty [ms] 4 Ty [ms] 25
Fy 2.45
N 158375

error 0.0795927

Tabla 3.8: Resultado del ajuste de curvas de 40 °C de la serie 1 para el experimento 3

En comparacion a la curva de 40 °C del experimento 1, los parametros de conectivi-
dad disminuyeron, de igual manera los pesos estadisticos, presentando un valor negativo

ya reportado. Fj disminuyé. El ajuste de esta curva da un error del 7 %.
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I Cur.'valéxpérimerl'ltai ;garall 4OC.exb:erimlento 3 i
Modelo experimento 3
5 - -
/
”
45 s
4 .
:: e ——
“u_: ,/"//7 =
/o |
2 L " M | " M P | L " ' | " M ol L " "
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.12: Comparacién entre curva experimental para 40 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.8

3.2. Segunda serie de experimentos

En las Figuras 3.13, 3.14 y 3.15 se presenta el promedio de diez curvas por cada
experimento. En el cuadro 3.9 se observa que para los 3 experimentos se mantiene el

rango adecuado de hidratacién haciendo validas las curvas tomadas.

= = i
o 4
3 |- -
2 | B -
“_ curva experimental para 20 C
curva experimental para 30 C
| | curva expelrimenlal para -:10 C
1 L L L L L L L L L L L L L L L
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Tabla 3.9: Tabla de pesos de las hojas para los 3 experimentos de la segunda serie

Cualitativamente, en el experimento 1, se observa que los valores de Fy son diferen-
tes a los de de la serie 1 a pesar de que mantienen la misma forma.
En el experimento 2 se comprobd que las curvas obtenidas son similares. Sin embargo,
en relacion a las curvas de la serie 1 estan mas dispersas, pero aun dentro de las barras

de error.
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Figura 3.13: Experimento 1 de la serie 2
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Figura 3.14: Experimento 2 de la serie 2
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Figura 3.15: Experimento 3 de la serie 2



El experimento 3 de esta serie es muy similar el experimento 3 de la serie 1, salvo

que los valores de F{ cambiaron.

Debido a la gran diferencia entre las curvas experimentales del experimento 1 y el
experimento 2, se presenta a continuacion las Figuras que muestran mas detalladamen-

te las diferencias.

e
e 4
3 |- -
2 | o .
curva experimental para 20 C experimento 1
| curva experilmental para 2|0 C experir‘ner?to 3
1 L L L L L L L L L L L L L
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.16: Comparacién entre el experimento 1 y el experimento 3 para 20 °C de la serie 2.

Para 20 °C la curva tiene diferente inclinacién, no tiene el mismo valor de Fj. Ni se

intersecan como se observa en la Figura 3.16.
Para 30°C la curva tiene diferente inclinacién de igual manera, ademas Fy. es dife-
rente. No intersecan sin embargo mantienen una forma similar como se observa en la

Figura 3.17.

Para 40 °C la curva no se interseca en ningin punto, el valor de Fj es diferente pero se

mantiene la forma como se observa en la Figura 3.18.
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Figura 3.17: Comparacién entre el experimento 1 y el experimento 3 para 30 °C de la serie 2.
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Figura 3.18: Comparacién entre el experimento 1 y el experimento 3 para 40 °C de la serie 2.

3.2.1. Resultados del ajuste

3.2.1.1. Experimento 1
3.2.1.1.1 Curvas para 20°C

En comparacion a la curva de 20°C de la serie 1, los parametros de conectividad
se mantienen casi constantes, de igual manera los pesos estadisticos y los tiempos

umbrales. k; aumentd, al igual que Fy. El ajuste de esta curva da un error del 6 %.
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Region Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor

0J D 046959 ki |=| 3.9 0 11
J1 D2 0.513721 ko % 0.14612 as 0.97
IP D3 0.52768 ks % 0.0099 as 0.71143
Ty |ms]  0.97 Ty ms] 204
7y 1.8
% 238951

error 0.0631072

Tabla 3.10: Resultado del ajuste de curvas de 20 °C de la serie 2 para el experimento 1.

Curva Ex;ljerimemal parlal 20C I
Modelo
6 | // 4
5 / .
= 4 | / .
(1 /
=
e
3} J .
/A
/
2 __:_—:'_11::-;.-. =
1 " L P | L " Ml | " " P | " L M | L " "
0.01 0.1 1 10 100 1000
tiempo [ms]

Figura 3.19: Comparacién entre curva experimental para 20 °C del experimento 1 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.10

3.2.1.1.2 Curvas para 30°C

Region Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ D1 0.46 k1 % 5.8 ay 0.96
JI D2 0.33 ]fz % 0.75 a9 0.38
IP D3 0.51 ks % 0.034 as 0.96
Ty [ms]  0.715 Ty [ms]  8.24
Fy 2.38
e 170176

error 0.0825047

Tabla 3.11: Resultado del ajuste de curvas de 30 °C de la serie 2 para el experimento 1.

En comparacion con los valores de la serie 1 para esta curva, todos los parametros de
conectividad disminuyeron, mientras que las constantes cinéticas aumentaron. Todos
los pesos estadisticos aumentaron excepto ao. T} se mantiene constante, mientras que

T, disminuy6; Fy aumento de igual manera. Sin embargo el error de este ajuste es del
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8 %, pero siguen dentro de la barras de error.

.Cun.rala E.‘xlperilr'rneméI ;;a:ra 3.00
7 Modelo s -

o : PR M B M M B -
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.20: Comparacién entre curva experimental para 30 °C del experimento 1 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.11

3.2.1.1.3 Curvas para 40°C

Regiéon Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ P 0.27 ki | — 4.5 a 0.6
JI D2 0.32 ko % 1 9 -0.089
IP D3 0.101224 ks |=—|  0.041609 a3 0.32
Ty [ms]  6.24213 Ty ms] 33
Fy 5.37
N 153470

error 0.0783505

Tabla 3.12: Resultado del ajuste de curvas de 40 °C de la serie 2 para el experimento 1.

Los parametros de conectividad disminuyen de acuerdo a los valores de la serie 1,
las constantes cinéticas aumentan excepto por k3, los pesos estadisticos disminuyeron
salvo para a,. En cuanto a los tiempos umbrales, solamente 75 aumentd. Fj, aumento
también. Este ajuste reporta un error del 7 %, sin embargo sigue dentro de las barras
de error.

Los valores de las tres temperaturas son:

En cuanto a los valores de conectividad p;: p; se mantiene constante en un valor al-
rededor de [0,2—0,4], Varfa un poco con respecto a la serie 1, pero no dramaticamente;
los valores de p, se mantienen en el mismo rango; ps disminuye significativamente.

Las constantes cinéticas para la regién OJ son siempre de mayor valor que las demaés,
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Figura 3.21: Comparacién entre curva experimental para 40 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.12

Regiéon Parametro Valorsg Valorsy  Valorag
OJ P 0.46959 0.46 0.27
OJ k1 % 3.9 5.8 4.5
OJ aq 1.1 0.96 0.6
JI Do 0.513721 0.33 0.32
JI ko |==|  0.14612 0.7 1
JI a9 0.97 0.38 -0.089
IP D3 0.52768 0.51 0.101224
IP ks % 0.0099 0.034 0.041609
IP as 0.71143 0.96 0.32
Fy 1.8 2.38 5.37
Ty [ms] 0.97 0.715 6.24213
Ty [ms| 204 8.24 33
N 238951 170176 123470

error 0.0631072  0.0825047 0.0783505

Tabla 3.13: Resultado del ajuste de curvas de 20, 30 y 40 °C para la serie 2 del experimento 1.

mientras que para la regién IP son las de menor valor de igual manera que la serie 1.
El valor de a; se mantiene alrededor de [0,9 — 1] para todas las temperaturas. El valor
de a, disminuye con la temperatura hasta obtener un valor negativo para 40°C . El
valor de a3 disminuye entre 20 °C y 30 °C mientras que para 40 °C aumenta. El valor T}
disminuye entre 20°C y 30°C, y aumenta para 40 °C El Ty disminuye solo para 30 °C,
para el resto se mantiene alrededor de los 20 ms. El valor inicial g aumenta a medida
que aumenta la temperatura.

El error méximo porcentual es de cerca de 8 %
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3.2.1.2. Experimento 3

3.2.1.2.1 Curvas para 20°C

Regién Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ D1 0.34 k1 % 2.5 a 0.5
JI D2 1 ko % 1 a9 0.46
IP D3 0.01 ks |—|  0.01 as 0.5
Ty [ms] 1 Ty [ms] 71
Ey 1.6
e 57967.1

error 0.0310825

Tabla 3.14: Valores con los que se calculd el ajuste de curvas de 20 °C para el experimento 3 de la
serie 2.

En comparaciéon a la curva de 20 °C del experimento 1 de la serie 2, los parametros
de conectividad disminuyeron, de igual manera los pesos estadisticos. Fy disminuyé. El

ajuste de esta curva da un error del 3 %.

32 ———

16 Curva Experimental para 20C experimento 3 ]

Modelo experimento 3

14 M L | L M 'l | L Pl | L M Pl | M L M
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Figura 3.22: Comparacién entre curva experimental para 20 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.14

3.2.1.2.2 Curvas para 30°C

En comparaciéon con los valores de la serie 2 del experimento 1 para esta curva, todos
los parametros de conectividad se mantuvieron constantes, mientras que las constan-
tes cinéticas disminuyeron. Todos los pesos estadisticos disminuyeron incluyendo un
término negativo. Fy disminuyd. Sin embargo el error de este ajuste es del 1%, pero

siguen dentro de la barras de error.

38



Region Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor

JI Do 0.35 ko |—=|  0.01 as -0.18
IP Ds 0.60 ks ==  0.02 as 0.48
Ty |ms] 3 Ty ms| 37
Ey 1.77
X’ 7737.22

error 0.0175923

Tabla 3.15: Resultado del ajuste de curvas de 30 °C de la serie 2 para el experimento 3.

33 ! " 1 " : L ! " =1 N " L
Curva Experimental para 30C experimento 3
36 Modelo experimento 3 .
34 .
3.2 .
3 | / ]

16 L " Ml | " : Pl | L " Ml | L 2 ol L " "
0.01 0.1 1 10 100 1000

tiempo [ms]

Figura 3.23: Comparacién entre curva experimental para 30 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.15

3.2.1.2.3 Curvas para 40°C

Regiéon Parametro Valor Parametro Valor Parametro Valor
OJ D1 0.52 k1 % 3.5 a1 0.65
JI Do 0.35 ko % 0.03 a9 -0.18
IP D3 0.60 ks |—|  0.05 as 0.48
Ty [ms] 4 Ty [ms] 25
Fy 1.8
e 90580.9

error 0.0601933

Tabla 3.16: Resultado del ajuste de curvas de 40 °C de la serie 2 para el experimento 3.

Los parametros de conectividad aumentaron de acuerdo a los valores del experimen-
to 1 de la serie 2, las constantes cinéticas disminuyeron, los pesos estadisticos muestran
de nuevo un valor negativo para ay. Este ajuste reporta un error del 6 %, sin embargo

sigue dentro de las barras de error.
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Figura 3.24: Comparacién entre curva experimental para 20 °C del experimento 3 y la curva obtenida
con los parametros mostrados en la tabla 3.16

3.3. Comparacion entre series de experimentos

3.3.1. Experimento 1

Para 30 °C todos los valores de la serie 2 con respecto a la serie 1 p, disminuyen. De
igual manera para 40°C Las constantes cinéticas para 20 °C se mantienen constantes
salvo k; de la serie 2 que aumento considerablemente.

Tanto para 30 °C y 40°C las constante cinéticas aumentan significativamente con res-
pecto a la serie 1.
El valor de a,, se mantiene alrededor de [1 —0,3] para todas las temperaturas en ambas

series.

El valor 7} se mantiene constante para todas las temperaturas en ambas series,
mientras que 75 disminuye para 30°C y aumenta para 40°C. El valor inicial Fy au-

menta a medida que aumenta la temperatura para ambas series.

3.3.2. Experimento 3

El experimento 3, presentd valores similares de parametros de conectividad, de cons-
tantes cinéticas, de tiempos umbrales y de la gran parte de pardametros, recalcando que
as que para 30°C y 40 °C tienen el valor negativo de —0,18. Debido a que este proceso
es un proceso de enfriamiento, y parte de 40°C se evidencia que la tendencia de un
valor negativo se mantiene para 30°C mas no para 20°C. De nuevo sugiriendo que

pasado los 40 °C, se debe rehidratar la hoja ya se evidencia que es una temperatura
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limite como se observa en las tablas 3.18 y 3.18.

A continuacién se presenta la tabla que resume los valores para las curvas de ajus-

te del experimento 3 de la serie 2.

Regiéon Parametro Valorsg Valorsy  Valorag
OJ D1 0.34 0.34 0.52
OJ k1 % 2.5 0.01 3.5
OJ a; 0.5 0.6 0.65
JI D 1 0.35 0.35
JI ko % 1 0.01 0.03
JI a9 0.46 -0.18 -0.18
IP D3 0.01 0.6 0.60
IP ks % 0.01 0.02 0.05
IP as 0.5 0.48 0.48
Fy 1.6 1.77 1.8
Ty ms] 1 3 4
Ty ms] 71 37 25
Y2 57967.1 7737.22  90580.9

error 0.0310825 0.0175923 0.0601933

Tabla 3.17: Pardmetros con los que se realizé el ajuste para las curvas de 20, 30 y 40 °C del

experimento 3 de la serie 2.

Region Parametro Valory Valorsg  Valory
OJ P 0.34 0.338661 0.52
OJ ki || 2.6 3.61454 3.5
OJ aq 0.51 0.621317 3.5
JI Do 0.46 0.35164  0.03
JI ko % 0.9 0.010001 0.03
JI a9 0.145 -0.180332 -0.18
IP D3 0.5 0.599579  0.05
IP ks % 0.01 0.0200959 0.05
IP as 0.4 0.479608 0.48
Fo 2.3 2.45 2.45
Ty [ms] 1 5 4
Ty ms| 71 40 25
N 56472.9 10388.8 158375
error 0.0306792 0.0203851 0.0785827

Tabla 3.18: Valores con los que se calculd el ajuste de curvas de 20, 30 y 40 °C en el experimento 3

de la serie 1.
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3.4. Comparacion entre el experimento 1 y el ex-

perimento 3

Para todas las temperaturas el valor de p; se mantienen en el rango de [0,3 —
0,5]; en cuanto a py para aumentd con respecto al experimento 1 para 20°C, para
30°C disminuye mientras que para 40 °C se mantiene constante. Todas las constantes
cinéticas para todas las temperaturas disminuyeron de manera significativa con respecto
al experimento 1. Mientras que los valores de a,, disminuyen en su mayoria, sin embargo
cabe destacar que para 30°C y 40°C se tiene el mismo valor de as que para 40°C del
experimento 1 Ademaés los valores de Fj se mantiene similares en ambos experimentos,
también los valores umbrales de 75 aumentaron de un maximo de 23 a 71 para el

experimento 3.
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Capitulo 4
Conclusiones y Discusion

En este trabajo se presenté un modelo para el andlisis de curvas de fluorescencia
inducida de clorofila a a 20, 30y40°C. El modelo busca explicar las caracteristicas
cinéticas asociadas a las curvas Kaustky, a estas temperaturas. El modelo desarrollado
es una extension de aquel propuesto por Paillotin en 1976 [13] de modo que incluye la
heterogeneidad de los dominios fotosintéticos y la presencia de cambios conformacio-
nales asociados a la emisién de fluorescencia. Las transiciones propuestas en el modelo
se las puede asociar al proceso de reducciéon de Q4 ( @ =1 ), a cambios conformacio-
nales (o = 2,3) de los complejos proteinicos dentro de los fotosistemas, por ejemplo
el complejo CP47 [33]. El ajuste del modelo a las curvas experimentales ha permitido

obtener los valores de las constantes cinéticas de los procesos asociados a cada region.

Los valores de fluorescencia inicial aumentan a medida que aumenta la temperatura,
esto se debe a que cuando existe mayor energia, existen mas centros de reaccion activos,
los cuales permiten que exista fluorescencia al iniciar el proceso. Como se esperaba, la
fase térmica, JI-IP presenté importantes cambios en su forma, principalmente JI que
presenta valores negativos en los parametros con el aumento de la temperatura, lo que
se evidencia en una meseta en esta region. La fase OJ es considerada poco sensible a la
temperatura [29], sin embargo de acuerdo a este trabajo, ki, velocidad de la transicién
en la etapa OJ, varfa considerablemente de 2,6 ms™! a 4,3ms™!. Ademés esta regién
es la que tiene pesos estadisticos mas altos que los demas, lo que lleva a concluir que la
reduccion de ()4 es un proceso de alta importancia. En la fase JI, parte de la llamada
fase térmica, la velocidad de transicion aumenta cuando la temperatura va de 20 a
30°C pero disminuye para 40 °C, sugiriendo que a partir de esta temperatura la tran-
siciéon toma mas tiempo en producirse. En la fase IP, k3 disminuye con la temperatura,
ademas, es la fase que tiene las constantes cinéticas de valores mas bajos con respecto

a las demads. El tiempo umbral 75 aumenta de manera drastica para el experimento 3,
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mientras que 7} se mantiene dentro de los rangos anteriores.

Para el Experimento 3 las curvas son distintivamente diferentes como se observa en
la Figura 3.1, esto, presumiblemente, se debe a que al iniciar el experimento a 40 °C
para posteriormente enfriarlo a 20 °C los complejos moleculares se atrofian de mane-
ra que no pueden regresar al estado inicial conocido, sin embargo, la forma OJIP se
conserva.La curva para 40 °C en el experimento 1, y las curvas para 30°C y 40°C en
el experimento 3 presentan un valor negativo de as, lo que podria indicar que en la
fase JI existen procesos de desexcitacién o inhibicion de emision de fluorescencia en esa

region.

Strasser y Stirbet encontraron que la velocidad de reduccién de () 4 durante la fase
OJ para Pisum Sativum es de 3,13 ms™! a temperatura ambiente [49]. El valor corres-
pondiente en el modelo presentado en este trabajo (k1), para la espinaca fue 2,66 ms™*
para 20 °C. La diferencia se atribuye a la especie utilizada, recordando que las curvas
de fluorescencia inducida de clorofila a son distintivas para cada especie, y ademas el
proceso para obtener las curvas fue diferente, Strasser y Stirbet usaron 650 nm para
inducir la fluorescencia, a diferencia de los 440 nm usados en este trabajo. El modelo
utilizado también esta basado en el modelo Paillotin [13], pero solamente se utiliza un

proceso en lugar de tres como lo desarrollado en este trabajo.

En este trabajo se ha propuesto la idea de la existencia de tres tipos diferentes de
dominios fotosintéticos, cada uno de estos dominios es responsable de una especifica
region de la curva OJIP. Lazar presenta la idea de la heterogeneidad del fotosistema
II(PSI1,,PSII3,PSII, y PSI1Is), esta heterogeneidad se introdujo para explicar las

diferentes fases de la curva de emision de fluorescencia en presencia de DCMU [29].

El modelo de Paillotin [13] plantea la existencia de una unidad fotosintética, la cual
es un complejo molecular asociado a un centro de reaccion, por ello podria considerarse
al fotosistema II como una unidad fotosintética. Estudios de estructura cristalina de
este complejo proteinico en bacterias muestran que posee dos centros de reaccién, ya
que su estructura general es un dimero [55]. Sin embargo para todo el proceso foto-
sintético se utiliza solamente un solo centro de reaccién. Segin Junza la segunda rama
del fotosistema II, conocida como D2, solamente se activa cuando el centro de reacciéon

de la rama D1 se cierra debido a la influencia de luz de alta intensidad, por ello la ra-
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ma, D2 tiene el rol de fotoproteccién. Bajo estas condiciones la rama D2, o la segunda
unidad fotosintética, realiza los procesos de la rama D1 [55]. Con estas consideraciones

el concepto de unidad fotosintética introducida por Paillotin [13] se mantiene.

En este trabajo se ha planteado un modelo que tiene la capacidad de realizar un
buen ajuste, con errores menores al 10 %, con tan solo once pardmetros, mientras que
existen modelos que realizan el mismo trabajo con més de treinta parametros [50, 27].
Ademads se realizé una extension del Modelo de Paillotin incluyendo transiciones es-
tocasticas y la idea de cambios conformacionales en los tres tipos de dominos que se
propone. Para un posterior trabajo se deberia considerar en el modelo el concepto de
transiciones inversas, ademas de trabajar con temperaturas mayores a 40°C y me-
nores a 20°C para completar el estudio. Ademas es necesaria refinar el algoritmo de
ajuste y de busqueda de parametros puesto que aquel utilizado no es el mas éptimo.
Finalmente es necesario identificar los procesos biofisicos asociados a las transiciones

correspondientes a a =2y a =3 .
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Anexos

4.1. Programa para el ajuste de Curvas

#include <iostream>

#include <fstream>

#include <stdlib.h> //requerido para usar ’rand()’

#include <math.h>

#include <time.h> // requerido para usar ’srand(time(
NULL) )’

using namespace std;

const double dte=0.01;

const int N=500000000;

const double sigm=0.02; // declaracion de constantes
const double chi=24.725;

double pi=3.1415926535897;

// Funcion que calcula numero aleatorio entre 1-a/2 and 1+a

/2

double randfactor (double a)
{

double r;

r= (double) rand()/(double)RAND_MAX;
r=1+(r-0.5) *a;

return r;

+

// Calculo del tiempo de reaccion con Gillespie

ol




double rtime (double A, double c)

{
double r, t;

r=(double) rand()/RAND_MAX;
t= (1/(A*c))*log(1l/1);

return t;

+

// Calculo de fluorescencia total
double Fluo (double fo, double a, double b, double c,
double d, double e, double f, double f1, double £f2,
double £3)
{
double r;
r=fo+axfl/(1-bxfl)+c*xf2/(1-d*xf2)+e*xf3/(1-fxf3);
return r,;

+

// Primer umbral

double Kineticsl (double& dtt, double& Al, double& B1,
double c1)

{

double t,tao,x;

t=dtt;
while( t < dte)
{
if (A1>0)
{
tao= rtime (Al,cl);
Al--;
B1l++;
t=t+tao,
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else

t=dte;
+
+
dtt=t-dte;
x=B1/N;
return Xx;
+
// Segundo Umbral
double Kinetics2 (double& dtt,
& A2, double& B2, double c2,
{

double t,tao,x;

t=dtt;
while(t < dte)
{
if (A2>0 && T>T1)
{
tao= rtime (A2,c2);
A2 -—;
B2++;
t=t+tao;
+
else
{
t=dte;
}

+
dtt=t-dte;

x=B2/N;

return x;

double B1,
double T)

double T1,

double
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int main ()
{
int tl1,t2,count,countx,pts,p,n;
double nllm, ff, dtt,mm,x1,x2,x3,A1,B1,A2,B2,A3,B3,bl1,b2,
b3,cl1,c2,c3,kl,k2,k3,t,tt,tao,taol ,tao2,tao3d,test,al,
aal ,a2,aa2,a3,aa3,pl,ppl,p2,pp2,p3,pp3,F,F1,F2,F3,FF,
dif ,sq,er,erx,T1,T2,vl,v2,chi2;

srand (time (NULL) ) ; //requirdo for "randomness"

ifstream exp ("experimentol20.dat"); // datos
experimentales

ofstream sim;

sim.open ("model.dat"); //datos simulados

ofstream par ("parmle.dat"); // parametros de curva

simulada

pts=24000;

ff=1.7; // FO

k1=2.66576; // region 0J(1/ms)
al=0.96638;
pl1=0.46959;
k2=0.14612; // region JI (1/ms)
a2=0.94119;

p2=0.513721;
k3=0.0099; // region IP (1/ms)
a3=0.71143;

p3=0.62768;

T1=0.97;
T2=20.4; //Tiempos umbrales

double eu,eux,dd,delta;
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par<<|lk1 I|<<lla1 I|<<llp1 ll<<llk2
ll<<l|p2 ll<<llk3 ll<<l|a3 ll<<l|p3
ll<<l|T2 ll<<l|nll ll<<endl;

double dttl,dtt2,dtt3, ts;
int cn=0;
er=0.025;
dd=0;
count=0;
do
{
cout<<"Iteration: "<<count+l<<" ",
dtt1=0;
dtt2=0;
dtt3=0;
Al=N;
A2=N;
A3=N;
B1=0;
B2=0;
B3=0;
sq=0;

//Rango de busqueda de parametros

cl=randfactor (0.01) xk1;
aal=randfactor (0.01) *xail;
ppl=randfactor (0.01) *pl;

c2=randfactor (0.01) xk2;
aa2=randfactor (0.01) *xa2;
pp2=randfactor (0.01) *xp2;

c3=randfactor (0.01) *xk3;
aa3=randfactor (0.01) *xa3;
pp3=randfactor (0.01) *p3;

||<<Ila2
ll<<llT1
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tl=randfactor (0.01) *xT1;
t2=randfactor (0.01) *xT2;

\\calculo de error

for( int i = 0; i < pts; i++ )
{
ts=1*xdte;
bl=Kineticsl (dttl, A1, B1l, c1);
b2=Kinetics2 (dtt2, B1, tl1, A2, B2, c2, ts);
b3=Kinetics2 (dtt3, B2, t2, A3, B3, c3, ts);
exp>>t>>FF;
F=Fluo (ff, aal, ppl, aa2, pp2, aa3, pp3, bl, b2, b3);
dif=FF-F;
sq=sq+dif*xdif;
+
chi2=sq/(sigm*sigm) ;
erx=sqrt (sq/pts);
par<<cl<<" "<<aal<<" "<<Lppl<<" "<K<c2<<" "<<aa2<<" "<Lpp2
<M "3 "<K<aa3 <! "Lpp3 <K<K MKKELI!T <2< (<"
"<<chi2<<" "<<erx<<endl;
cout <<"Error: "<<erx<<endl;
if (erx<er) A
kl=c1;
al=aal;

pl=ppl;

k2=c2;
a2=aa?2;

pP2=pp2;

k3=c3;
a3=aa3;

p3=pp3;

Ti=t1;
T2=t2;

er=erx;




cout <<"Mejor ajuste'"<<endl;
nllm=chi?2;
+
count ++;
exp.clear () ;
exp.seekg(0, ios::beg);
} while (count<100) ;

//creando el archivo

cout<<"Printing final data'"<<endl,;
dtt1=0;
dtt2=0;
dtt3=0;
Al1=N;
A2=N;
A3=N;
B1=0;
B2=0;
B3=0;
sq=0;
for( int 1 = 0;

{

i < pts; i++ )

ts=1*dte;

bl=Kineticsl1l (dtt1l, A1, B1l, k1)

b2=Kinetics2 (dtt2, B1l, T1, A2,
b3=Kinetics2 (dtt3, B2, T2, A3,
exp>>t>>FF;
F=Fluo (ff, al, pl, a2, p2, a3,
dif=FF-F;
sq=sq+dif*xdif;
Ssim<<t<<" "<KLKFF<<" "<K<F<<endl;
+
chi2=sq/(sigm*sigm) ;
eu=sqrt (sq/pts);
cout <<"k "<<"a "<<"p
cout <<kl<<" "<<al<<" "<<pl<<endl;

)

B2, k2,ts);
B3, k3,ts);
p3, bl, b2,
"<<endl;

b3) ;
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cout <<k2<<g"
cout <<k3<<"

cout<<"chi?2:

cout <<"Error:

sim.close () ;
exp.close();
par.close();

return O;

"<<a2<<" "<<p2<<"
"<<al3<<" "<<p3<<"
"<<chi2<<endl;

"<<eu<<endl;

"<<T1<<endl;
"<<T2<<endl;
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