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CAPITULO

LA FISIOLOGIA VEGETAL Y SU IMPACTO
SOCIAL. LA CELULA VEGETAL

Gloria Revilla e Ignacio Zarra

1. {Qué es la Fisiologia Vegetal? 2. Las células de las plantas. 3. Las membranas son la base de la compartimentacion
celular. 4. La pared celular permite la supervivencia en ambientes hipotonicos.

1. ;QUE ES LA FISIOLOGIA VEGETAL?

La Fisiologia Vegetal es la ciencia que estudia ¢édmo
funcionan las plantas, esto es, qué ocurre en tas plantas
que las mantiene vivas. Explica a través de leyes fisicas
y quimicas como las plantas son capaccs de utilizar
la energia de la luz para, a partir de sustancias inor-
ginicas, sintetizar moléculas orgdnicas con las que
construir las complejas estructuras que forman el cuer-
po de la planta. Explica también cédmo las plantas, si-
guicndo un programa de desarrollo enddgeno, son ca-
paces de reproducirse ¥y edmo adaptan dicho programa
al ambiente particular de cada momento. Pero el aspec-
to mis importante no es el ¢cimulo de pracesos fisicos
y quimicos que tienen lugar en cada punto concreto
de la planta ¥ en cada momenio de su programa de
desarrollo, sino cémo sc integran dichos procesos en
el espacio y en el tiempo y su modulacion por el medio
ambiente para llevar a buen 1érmino el desarrolto del
organismo planta.

1.1. ;Son las plantas las fabricas del futuro?

El hombre, desde el inicio dc los tiempos, ha utilizado
las plantas para su beneficio como alimento, vestido,
matertal de construccion, fuente de energia, obtencidn
de productos terapéuticos, ornamento, ctc. El mayor co-
nocimiento, no solo de fa diversidad de las plantas, sino
también de su funcionamiento en los distinlos niveles
de integracion (molecular, celular, organismo y pobla-
cidn) ha permitido disefar mejores csirategias para
aumentar su produccidn, asi como mejorar su calidad.
En los dltimos afios hemos asistido al vertiginoso des-

peguce de la biologia molecular de las plantas v su apli-
cacion biotecnoldgica (véase Capitulo 29). Al menos en
leoria, cualquier ruta metabdlica pucde someterse a ma-
nipulacion, para madificar la produccion de los distin-
tos metabolitos primarios y secundarios. Asi, sc ¢std in-
vestigando con cierto éxito en el enriguecimiento en
vitaminas (como el dacido ascérbico o vitaming C) de
los alimentos vegetales, plantas con ligninas mds facil-
mcente degradables para reducir la contaminacion in-
dustrial en la preparacién de pasta de papel, etc. Sin
embargo, hay al menos cuatro aspectos que pueden
afectar al resultado de estos experimentos: 1) no siem-
pre es posible predecir el resultado global en el erganis-
mo de la manipuiacién puntual de la actividad de una
enzima concreta, ya que los distintos mecanismos de
control del metabolismo, todavia no bien conocidos,
pueden afectar al resultado tinal; 2) la manipulacion del
metabolismo primario puede afectar, de forma todavia
no bien conocida, al crecimiento y desarrollo de la
planta; 3) el crecimiento y desarrollo de las plantas na-
turales y, por supuesto, de las manipuiadas genética-
mente estd alectado por las fluctuaciones ambientales
que pueden influir adversamente sobre el objetivo per-
seguido, v 4) muchas de las aplicaciones de la ingenie-
ria genética requieren que el producto objcto de mani-
pulacién se produzca en el lugar y en el momento
adecuado de la vida de la planta. csto es, debe incorpo-
rarse de forma adecuada en el programa de desarrollo
de la planta (véase Capitulo 18).

Por todo ello, parece evidente que en estos momen-
tos, el punto critico en el que sc encucntra la Biologia
de las Planias no es tanto el conocer los genes o las
reacciones concretas que tienen lugar en las plantas,
sino cOmo sc integran espacial y temporalmente en el
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programa de desarrollo del organismo. Como hemos in-
dicado al inicio de este capitulo, la integracién tanto
espacial como temporal de los distintos procesos que
tienen lugar en la planta es el objetivo dliimo de la cien-
cia que nos ocupa, ia Fisiologia Vegetal.

En cstos momentos, ¢l gran reto que se plantea la
Biologia de las Plantas no es s6lo mejorar los productos
agrondmicos o forestales, sino la obtencién de nuevos
productos o procesos: nuevos polimeros, farmacos, ab-
sorcion de metales contaminantes {(biorremediacién),
etc. Sirva como ejemplo la obtencidn de patatas trans-
formadas genéticamente para ser capaces de sintetizar
una vacuna contra la diarrea, cuyas primeras pruebas
clinicas se han llevado a cabo en Estados Unidos en
1997, La distribucidn de vacunas mediante frutas y hor-
talizas para consumo en fresco puede resolver muchos
de los problemas que encuentran los programas de va-
cunacién en los paises del tercer mundo: costes de
transporte, conservacién bajo refrigeracidn, riesgos de
nfeccion por agujas hipodérmicas, etc.; sin olvidar que
probablemente en los paises desarrollados los nifios
pretieran comerse la vacuna que recibir un pinchazo.

2. LAS CELULAS DE LAS PLANTAS

La unidad funcional basica de las plantas, como en to-
dos Jos organismos vivos, es la célula. Por ello, el estu-
dio de la fisiologia de las plantas es, en gran parte, ¢l
estudio de la fisiolog{a de las células de las plantas y su
integracion en el organismo. La gran diversidad ecold-
gica de las plantas estd directamente relacionada con la
enorme variedad de tormas, estructuras y funciones de
las células individuales que las forman. Esta diversidad
hace dificil generalizar las caracteristicas de una célula.
Asi, nos encontramos las células del xilema gue son
bioguimicamente inactivas (muertas), pero que cum-
plen una importante funcién en el transporte del agua
(véase Capitulo 4). Las células del floema. los clemen-
tos cribosos, son anucleadas y han perdido su sistema
de membranas a excepcion de la membrana plasmitica;
sin embargo, estdn perfectamente adaptadas para per-
mitir el transporte de asimilados (véase Capitulo 5). En
cuanto a las células del parénquima, que podemos con-
siderar funcionalmente completas, son el tipo mds co-
min de células y constituyen aproximadamente el 80
por 100 del total de las células que forman la planta.
Sin embargo, a pesar de las diferencias, la mayorfa
tiene una organizacién estructural comdin. Asi, en gene-
ral, las células presentan una pared celular que redea
el protoplasto, delimitado externamente por la mem-
brana plasmatica. El material vivo en el interior del
protoplasto recibe el nombre de protoplasma. El proto-
plasma no posee una estructura homogénea sino que,
inmersas dentro de una masa relativamente indiferen-
ciada (citoplasma), pueden distinguirse estructuras per-
fectamente diferenciadas y delimitadas por membranas
(sencillas o dobles), que cumplen funciones especificas

(orgdnulos). A su vez, el citoplasma todavia contiene en
suspension distintas estructuras no rodeadas de mem-
brana, como ribosomas, microtibulos e inclusiones. La
fase acuosa del citoplasma recibe el nombre de citosol
(Fig. 1-1, Cuadro 1-1).

En términos generales, podemos considerar la célula
¢OmMo una estructura compleja, constituida por distintos
compartimentos con funciones diferentes y separados
entre si por membranas. La membrana plasmadtica esta-
blece la primera divisién en compartimentos: por una
parte, el protoplasma, tradicionalmente identificado
con el interior de las células; por otra, el espacio exter-
no ¢ espacio extracelular, aunque no parece adecuado
contemplar este cspacio como algo externo a la célula
ya que, si bien en principio presenta continuidad en el
seno del tejido y sirve como via de difusion de diversas
sustancias, posee estructuras, como la pared celular, asi
como sistemas enzimdticos cuya sintesis depende de las
células, ademds de cumplir funciones esenciales para
las mismas (crecimiento, modificacién de ciertos nu-
trientes, reacciones defensivas, etc.). Por ¢llo. ¢l espa-
cio extracelular debe describirse como un compar-
timento mas de las células, con la peculiaridad de
continuarse con el de las células adyacentes, recibiendo
el nombre de apoplasto.

Por otra parte, el espacio rodeado externamente por
la membrana plasmdtica, el protoplasma, no aparece
siempre como un espacio individualizado e indepen-
diente de las células contiguas, sino que puede estar in-
tereonectado a través de los plasmodesmos, lo que ori-
gina un compartimento continuo que recibe el nombre
de simplasto. A su vez, el protoplasma estd subdividido
en distintos compartimentos separados del citoplasma
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Figura 1-1. Representacion esquemdtica de una célula
del parénquima de una planta.
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Cuadro 1-1, Definiciones de algunos términos utili-
zados para describir los componentes celulares
Término Definicidn

Protoplasto Contenido de la ¢élula. excluida la pared
celular

Apoplasto Espacio externo a la membrana plasmati-
ca donde se encuentra [a pared celular
y que puede presentar continuidad en
el seno del tejido

Protoplasma | Material vivo en el interior del protoplasto

Orgéanulos Estructuras rodeadas por una o dos mem-
branas presentes cn el interior del pro-
toplasto

Citoplasma Protoplasma, excluidos los orgdnulos

Simplasto Espacio constituido por el citoplasma de
las distintas células que presenta conti-
nuidad a través de los plasmodesmos

Inclusiones Estructuras presentes en ¢l citoplasma
quc no estdn rodeadas por una mem-
brana

Citosol Fase acuosa del citoplasma, excluidoe el
material particulado (inclusiones)

por membranas dobles o sencillas. que constituyen los
organulos (nicleo, plastos, mitocondrias, reticulo endo-
plasmico, aparato de Golgi, vacuolas y microsomas),
cada uno de ellos con funciones especiticas.

Debido a que los distintos orgdnulos serdn objetlo de
estudio en capitulos posteriores, aqui nos centraremaos
en dos aspectos de las células que serdn bdsicos para
entender los miltiples procesos fisioldgicos que tienen
lugar en las plantas: las membranas y su papel en la
compartimentacién celular (apartado 3) y la pared celu-
lar, que confiere caracteristicas tinicas a las células de
las plantas (apartado 4).

3. LAS MEMBRANAS SON LA BASE
DE LA COMPARTIMENTACION CELULAR

Las membranas son componentes csenciales de las cé-
lulas que permiten su autonomia respecte al medio en
que se encuentran, asi como la existencia de distintos
compartimentos en su interior. El modelo de mosaico
fluide propuesto por Singer y Nicholson, y ampliamen-
te aceptado en nuestros dias, establece que las membra-
nas estdn constituidas por una bicapa lipidica en la que
las proteinas pueden estar tanto embebidas en dicha bi-
capa como asociadas a su superficie (Fig. 1-2).

3.1. Los lipidos de membrana son anfipaticos

Los glicerolipidos polares son los principales constitu-
yentes de las membranas de las células vegetales. Estan

Glicerolipido

(acwamment
s hrbhandes®

Figura 1-2. Representacion esgquematica del modelo flui-
do de membrana. ’ cadena hidréfoba de acido graso;
*, cabeza polar de glicerolipido; B, regién hidrofobica y
©, region polar de: a) proteina intrinseca con dominios
transmembrana; h) proteina intrinseca que forma un canal
polar a través de la membrana; ¢} proteina intrinseca anclada
parcialmente en la membrana; d) proteina extrinseca.

formados por dos cadenas de dacidos grasos esterifica-
dos a dos de los grupos hidroxilo del glicerol. El tercer
hidroxilo sirve de unidn a distintos grupos que contie-
ren cierta polaridad a la molécula: azicares (glicolipi-
dos) y éstercs [osfato (fosfolipidos) (Fig. 1-3). Los cs-
teroides, como sitosterol, estigmasterol, colesterol, etc.,
aunque minoritarios, también son componentes de las
membranas vegetales,

La bicapa lipidica esté constituida por lipidos polares
que presentan una cabeza polar y una cola hidréfoba.
Esta caracteristica les permite formar bicapas lipidicas
en las que las colas hidréfobas de los dcidos grasos sc
mantienen unidas. mientras que las cabezas polares se
orientan hacia la fase acuosa (Fig. [-2).

3.2. Las proteinas originan dominios
especificos en las membranas

Las proteinas presentes en las membranas hioldgicas se
pueden dividir en dos tipos segtin el tipo de asociacidn
que presenten: a) proteinas intrinsecas, atrapadas fisi-
camente en la fase lipidica y que sélo podran solubili-
zarsc mediante tratamicntos que disuelvan dicha fase
lipidica, y b) proteinas extrinsecas, ligadas iénicamen-
te a los grupos polares de los lipidos v que pueden libe-
rarse facilmente mediante tratamientos con soluciones
de mayor o menor fuerza iénica. La estructura quimica
y la distribucidn espacial de las cadenas laterales de los
distintos restos aminoacil que constituyen la cadena
peptidica son las responsables no sélo de las propieda-
des fisico-quimicas de la proteina, sino también de la
aparicion en la misma de regiones con caracteristicas
especificas. Asi, regiones enriquecidas en aminodcidos
con cadenas laterales no polares (alanina, leucina, trip-
téfano, etc.) dardn lugar a la aparicién de dominios hi-
drofobos que permiten su anclaje en la membrana. La
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Figura 1-3.
plantas.

distribucion y extension de dichos dominios hidréfobos
serdn las responsables de la localizacion de las protef-
nas en la membrana (Fig. 1-2). Asi, con frecuencia los
dominios hidréfobos pueden extenderse desde la super-
ficie externa hasta la interna, constituyendo un dominio
transmembrana. Por ¢l contrario, aqueltas protefnas sin
dominios hidrofebos pero con dominios cargados eléctri-
camente s¢ asociardn a los grupos polares de los lipidos
de membrana para constituir las proteinas extrinsecas.

3.3. La fluidez de las membranas depende
de la insaturacion

Las cadenas hidréfobas de los dcidos grasos que consti-
tuyen la fase hidréfoba de las membranas tendrén pro-
piedades de gel o de ligumdo, dependiendo de 1a tem-
peratura. A bajas temperaturas estardn en tase gel y
conforme aumente la temperatura, se producird la tran-
sicion a fase liquida. La temperatura a la que se produce
la transicion gel-liguido recibe el nombre de (emperatu-
ra de cambio de fase (T.). La funcionalidad de las mem-
branas biologicas requiere una cierta fluidez que permi-
ta el movimiento transversal y lateral no sélo de las

Estructura quimica de los glicerolipidos mas frecuentes encontrados en las membranas de las células de las

moléculas lipidicas, sino también de una serie de sus-
tancias: proteinas transportadoras, sustratos y productos
de las enzimas asociadas a las membranas, transporte
de electrones, etc. Por ello, sera necesario que las mem-
branas hioldgicas se encuentren a una temperatura su-
perior a su T,. Este requisito va a tencr una gran impor-
tancia en la sensibilidad o resistencia de las plantas a
bajas temperaturas (véase Capitulo 30). La T, depende
de la estructura de las cadenas de los dcidos grasos, asi
como de su disposicion relativa en la unidn a la molécu-
la de glicerol. La aparicién de dobles enlaces en ¢is en
las cadenas de los dcidos grasos (véase Fig. 1-3) provo-
ca dobleces en la cadena y disminuye el grado de empa-
quetamiento de la misma lo que hace que su T, sca me-
nor y permite manicner la fluidez de las membranas a
temperaturas mds bajas. Si tenemos en cuenta que las
plantas son organismos poiquilotermos, esto es, que no
pueden regular su propia temperatura, el aumento de la
insaturacidn de los dcidos grasos de sus membranas ca-
talizado por las desaturasas les permitird mantener la
funcionalidad (fluidez) de sus membranas a temperatu-
ras ambiente relativamente bajas. Asi, mediante écni-
cas de ingenieria genéticy, se ha logrado aumentar la
tolerancia de plantas de tomate a bajas temperaturas al
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incrementar la proporeidn de dcidos grasos insaturados
en sus membranas.

3.4. Las membranas son impermeables
a las sustancias polares

La fase hidréfoba constituida por las colas de los acidos
grasos establece una barrera a la difusion de las sustan-
cias polares que separa la [asc acuosa en dos, una a cada
lado de la membrana. En términos generales, la per-
meabilidad de las membranas estd relacionada con el
coeficiente de particidn de las distintas sustancias entre
la fase lipidica y la fase acuosa. La fase lipidica hidré-
foba confiere a las membranas cierta impermeabilidad
frente a las moléculas polares, lo que hace necesaria la
existencia de mecanisinos relativamente especificos
para su transporte que sean susceptibles de regulacidn
(véasc Capitulo 7). Asi, los distintos compartimentos
separados por membranas podrin mantener ambicntes
quimicos diferentes para poder llevar a cabo los distin-
tos procesos metabdlicos. Ademads, este ambiente hi-
dréfobo proporciona el medio adecuado para que ten-
gan lugar aquellas reaccioncs en las que participan
moléculas hidrdfobas (Iipidos, cadenas transportadoras
de clectrones, cte.).

3.6. Las membranas presentan asimetria

La distribucién de las proteinas, intrinsccas o extrinse-
cas, depende de las interacciones entre dominios espe-
cificos de las mismas y las cadenas hidréfobas de los
dcidos grasos, y también los grupos polares de los 1ipi-
dos de las membranas. La cxiension dc los dominios
hidrdéfobos de las pretefnas les permitirdn una mayor o
menor penetracion en la bicapa lipidica, 1o que estable-
ce distintas localizaciones en el interior de la membrana
para las distintas proteinas. Mediante diversas téenicas
{criofractura, utilizacidn de sondas no pernicantes, ete.)
se ha podido demostrar asimetria en las membranas,
esto cs. la existencia de diferencias entre sus dos mita-
des, externa e interna. Esla asimetria no sélo sc reficre a
las protcinas, sino también a los lipidos. Asi, en los tila-
coides de cloroplastos de espinaca, mientras el mono-
galactosildiacilglicerol estd mayoritariamente localiza-
do en la mitad externa, el digalactosildiacilglicerol 1o
estd en la interna.

3.6. Las membranas difieren en
suU composicion

Aunque todas las membranas presentes cn las células
tienen la misma estructura basica, las diferentes mem-
branas tienen también diferentes proporciones de pro-
teinas y lipidos, asi como entre los distintos tipos de
lipidos y proteinas. Si tencmos en cuenta que las dife-
rentes membranas de las células tienen funciones cata-

liticas y de transporte diferentes, parece légico quec no
solo presenten distinta relacion proteina/tipidos, sino
también distintos tipos de polipéptidos segiin sus funcio-
nes especificas. Pero no son éstas las tinicas diferencias
entre las membranas; también varia su composicion lipi-
dica, tanto en el tipo de lipidos como en el grado de insa-
turacién de los 4cidos grasos (Cuadro 1-2). Asi, mientras
las membranas mitocondriales estdn enriquecidas en fos-
folipidos, las cloroplasticas lo estin en glicolipidos (prin-
cipalmente galactolipidos) (véase Capitulo 9). En general,
cuanto mayor sca la fluidez de las membranas, la activi-
dad metabélica en su fase hidrdfoba serd mayor.

3.7. Las membranas permiten el
establecimiento de distintos
compartimentos en las células

El sistema de membranas de las células, al separar dis-
tintas fases acuosas, establece distintos compartimentos
en las células: citoplasma, cspacio interno de los orgd-
nulos y apoplasto. Esto, unidoe a la existencia de meca-
nismos ¢specificos de transporte para cada sustancia se-
gtn el tipo de membrana, permite que sc cncuentren
diferentes concentraciones de metabolitos en los distin-
los compartimentos estableciendo ambientes quimicos
especializados en los que tendran lugar las distintas vias
metabolicas. La estructura y funciones de cada uno de
los compartimentos celulares serdn objcto de estudio en
capitulos posteriores. El Cuadro 1-3 resume los com-
partimentes subcelulares de una célula tipica del meso-
filo fotosintético. La division de la célula cn pequefios
compartimentos también puede servir para conseguir
altas concentraciones de metabolitos sin necesidad de
producir grandes cantidades del metabolito en cuestion.

4. LA PARED CELULAR PERMITE LA
SUPERVIVENCIA EN AMBIENTES
HIPOTONICOS

Las células provistas de pared celular, a diferencia de
las células desnudas de los organismos animales, no ne-
cesitan un ambicnte isoténico para sobrevivir. La pa-
red celular les permite acumular solutos en su proto-
plasto a concentraciones mayores que las presentes en
el medio externo (apoplasto). En cstas condiciones, el
agua tenderd a entrar en el protoplasio por ¢smosis
{véasc Capitulo 2), provocando un aumento de volu-
men por la elasticidad de la membrana plasmadtica. El
aumenio de volumen esta limitado por la pared celular
gue, debido a su resislencia mecdnica. ejerce una pre-
sidn sobre el protoplasto que equilibra los potenciales
hidricos entre 1a célula y el medio externo.

Aunquc la pared celular es una estructura comun a
todos los organismos del reino Planta, su composicidon
varia entre especies, entre tejidos de una misma cspe-
cig, entre células... En la célula vegetal, la pared se va
depositando como una serie de capas. Asi, durante la



6 Fundamentos de fisiologia vegetal

Cuadro 1-2. Composicion lipidica relativa (%) de las membranas vegetales

Lipidos
neutros y Indice de
esteroles Glicolipidos Fosfolipidos insaturacion®
M. plasmidtica S0 | 49 144
Mitocondria
m. externa 0 99 156
m. interna 99 186
Cloroplasto
m. externa 36 29 94"
m. interna 84 13
tilacoide 83 17 263
Tonoplasto 18 31 51

" Representa el ntimere de dobles enlaces en 100 restos de deidos grasos.
" Corresponde a las dos membranas de 1a cubierta del cloroplasto,

division celular se deposita la primera capa originando
la lamina media, formada fundamentalmente por poli-
sacdridos pécticos, que mantiene la unién cntre las cé-
lulas adyacentes. Entre la ldmina media y la membrana
plasmatica, se continta depositando el material que va
a constituir la pared celular. Una vez que la placa celu-
lar estd completa, en las células hijas tiene lugar el de-
posito del material que constituye la pared celular pri-
maria, de escaso grosor (0.1-1.0 pm). Las paredes
primarias son de gran importancia en el proceso de ex-
tensién o expansion celular, pues controlan ¢l creci-
miento (v€anse apartado 4.4 y Capitulos 18 y 19). En
algunos tipos de células especializadas, una vez que de-
jan de crecer, se depositan nuevas capas de material en
la cara interna de la pared, lo que constituye la pared
secundaria, mas gruesa que la primaria.

La pared celular es una estructura altamente organi-
zada, formada por una red tridimensional de microfibri-
tlas de celulosa embebida en una matriz constituida por
polisacdridos (hemicelulosas y pectinas), proteinas y
fenoles en una solucion ligeramente dcida. A diferencia
de lo que sugicre su nombre, no es una estructura estiti-
ca sino un compartimento metabolico dindmico y man-
tiene continuidad molecular con la membrana plasmati-
ca y el citoesqueleto.

La pared ticne una gran resistencia mecdnica, y defi-
ne el tamafo y la forma de la céluia, al controlar en gran
parte el crecimiento celular (véase Capitulo 18). Tiene
lambién un papel importante en la defensa de las plantas
{rente a organismos potencialmente patégenos, al actuar
como barrera fisica y como fuente de moléculas con acti-
vidad bioldgica (oligosacarinas), implicadas en el control
de mecanismos de defensa (véanse Capitulos 22 y 30).

4.1. Los polisacaridos son los componentes
mayoritarios de las paredes

Muchas de las caracteristicas fisioldgicas y morfolégi-
cas de los tejidos vegetales resultan de las propiedades

de las paredes de sus células. Por tanto, las células que
realizan diferentes funciones tienen paredes con distin-
ta composicion y estructura. Sin embargo, en general,
podemos considerar que una pared celular esta formada
mayoritariamente por polisacidridos (celulosa, hemice-
lulosas y pectinas), que constituyen alrededor det 90 %
del peso seco de las paredes celulares primarias y entre
el 65 y el 85 % de las secundarias. En la Figura 1-4 se
detallan los azicares constituyentes de dichos polisaca-
ridos y sus estructuras mds frecuentes. Las proteinas,
tanto estructurales como enzimdticas, constituyen hasta
un 10 % del peso seco de las paredes, mientras que las
ligninas pueden tener una presencia importante (hasta
un 35 %) en algunocs tipos de paredes secundarias.

4.1.1. La celulosa constituye la fase fibrilar
de las paredes celulares de todas

las plantas

La celulosa esta constituida por una larga secuencia h-
neal de restos de D-glucosa unidos por enlaces (1 —4)
{Fig. 1-5). Cada resto presenta una rotacion de 180 res-
pecto a los restos contiguos, estabilizada por puentes de
hidrégeno intramoleculares. El grado de polimeriza-
cion medio en paredes sccundarias es alto, aproximada-
mente 10, mientras que en paredes primarias es mds
bajo, entre 2.6 y 6 x 10°. Debido a su estructura, las
cadenas de celulosa (40-70) se unen por puentes dc hi-
drégeno intermoleculares formande agregados (micro-
fibrillas), en su mayor parte cristalinos, en los que las
cadenas individuales de celulosa se disponen de forma
paralela. Estas microfibrillas estdn separadas entre si
unos 30 nm, espacio ocupado por los polisacdridos ma-
triciales y lignina o suberina, lo gque confiere gran resis-
tencia mecdnica a la pared. Las microfibrillas de celulo-
sa estin presentes en las paredes de todas las plantas
superiores, constituyendo ¢l 30-40 9% de peso dc las pa-
redes de lejidos lefiosos, mientras que en paredes pri-
marias se encuentran e€n menor proporcidn.
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Cuadro 1-3. Volumen relativo de los principales compartimentos de una célula del me-
sofilo de hojas de espinaca

Volumen Algunas de las funciones mas
Compartimento relativo (%) caracteristicas
Vacuola 572 Mantenimiento de la turgencia celular
Cloroplasto 21.3 Fotosintesis
Citosol 4.5 Metabolismo de aziicares, sintesis de sacarosa
Mitocondria 0.7 Respiracion celular
Niclco 0.4 Material genético, replicacion y transcripeidn

Reticulo endopldsmico
Aparato de Golgi
Peroxisomas

Glioxisomas

Procesado y transporte de proteinas
Sintesis de polisacdridos estructurales no celulésicos
Destoxificacidn totorrespiratoria del glicolato

B-oxidacion de dcidos grasos, ciclo del glioxilato

Apoplasto 16.0

Reacciones que modifican la pared celular

Adaptado de Winter ¢r afl. Pliige 1932 530-335, 1994,

4.1.2. Las hemicelulosas entrelazan las
microfibrillas de celulosa

Los polisacdridos hemiceluldsicos estan constituidos
por una cadena lineal relativamente larga sobre la que
pueden aparecer cadenas laterales relativamente cortas.
En la mayoria de las plantas, excepto gramineas, el xi-

loglucano es el polisacdrido no celuldsico mas abun-
dante, aunque dependiendo de las especies y de los t¢ji-
dos presenta unidades estructurales difcrentes. Estd
constituido por un eje central de fi( | = 4)glucano idénti-
co al de la celulosa, pero bastante mas corto. Ademais, a
diferencia de ésta, gran parte de los restos de glucosa
estan unidos a restos de xilosa mediante un enlace

OH
CH,OH CH,0H CH,OH
HO ) 0 HO -0
OH
HO OH HO OH HO OH
OH OH

f#-D-glucopiranosa (Glc) 3-D-galactopiranosa {Gal)

Homo
HO OH
o

f3-D-xilopiranosa (Xil})

OH
H,C o
HO
OH OH

«-L-ramnepiranosa (Rha)

p-D-manopiranosa {Man}

OH

COOH
o
HO
OH oH

«-D-galacturonopiranosa (GalU)

OH
H,C 0
OH
HO
OH

w-L-fucopiranosa (Fuc)

0
HOHZC;OH ;

ws-L-arabinofuranosa (Ara)

0. OH
;CH OH;

2
OH OH

OH
OH

B-D-apiofuranosil {(Api)

0. OH o CH.OH
COOH CHOH
HO G COOH ¢
H.,C HG,
HO OH HO CH
OH
OH COOH
#-D-glucuronopiranosa acido fi-L-acerico acido ceto-deoxi-octulosdnico

(GlcU} {AceA) {(KDO}

Figura 1-4. Estructura de los principales monosacaridos presentes con mayor frecuencia en las paredes celulares.
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Figura 1-5. Conformacion de las cadenas de (1 —4})-D-glucanc de las microfibrillas de celulosa mostrando los puentes de

hidrogeno intra e intermoleculares {lineas de puntos).

z(1—-6) (Fig. 1-60). Estas sustituciones suelen disponer-
se ordenadamente, de manera que la unidad estructural
bdsica estd formada por 3 restos de glucosa sustituidos,
enlazados a un cuarto resto no sustituido (Gle,-Xil,). A
su vez, parte de los restas de xilosa pueden llevar uni-
dos al C-2 cadenas laterales de fi-D-galacilosa o, en me-
nor proporcion, de L-fucosa-x(1—2)-D-galactosa. El
xiloglucano de las Solanaceae no presenta fucosa y los
restos de xilosa se encuentran sustituidos de forma pre-
dominante por z-L-arabinosa-(1 —2)- o x-L-arabinosa-
(1 —-2)- y fi-D-galactosa-(1 - 2)-. En todos los casos los
restos de galactosa pueden estar acetilados. El hecho de
gue fos sustituyentes estén distribuidos de una forma
precisa a lo largo de la molécula indica que su sintesis
estd sometida a un control estricto. Las paredes celula-
res de gramineas (Pogceae) presentan pequeias canti-
dades de xiloglucano con una estructura menos regular,
menor contenido en xilosa y galactosa y sin fucosa.

Las cadenas de xiloglucano pueden unirse mediante
puentes de hidrogeno a la celulosa y cubrir las microfi-
brillas con una monocapa de hemicelulosa, Teniendo
en cuenta que, en la mayoria dec las plantas (excepto
gramineas), la celulosa y el xiloglucano estdn presentes
en la pared celular en cantidades casi iguales, solo una
parte del xiloglucano puede enlazarse directamente a la
celulosa, mientras que el resto estaria situado en los es-
pacios entre las microfibrillas, pudiendo una molécula
de xilogiucano unir 2 o mds microfibrillas para formar
la red xiloglucano-celulosa,

Los xilanes estin constituidos por una cadena lineal
de f5(1—4)-D-xilosa con sustituciones de arabinosa,
dcido glucurdnico y acido metilglucurdénico mediante
enfaces a(1 —2) o x(1 —=3) (Fig. 1- 6). El tipo y la distri-
bucidn de los sustituyentes son muy variables, depen-
diendo dc su origen. En las parcdes primarias de gra-
mineas, dondc el glucuronoarabinoxilano es el
polisacdrido no celuldsico imds abundante, presentan su
estructura mas compleja, con un alto contenido en ara-
binosa. El xilano puedec unirse a las microfibrillas dc
celulosa y representar, en cierta forma, cn las gramineas
el papel del xiloglucano en dicoliledéneas. Sin embar-
go, las ramificaciones limitan esta unidn, por lo que en

paredes primarias de células en crecimiento de grami-
neas es de poca importancia cuantitativa, si bien como
las ramificaciones disminuyen conforme avanza la
edad de la célula puede tener mayor importancia cn cé-
lulas ya maduras. Ademds, parte de los restos de arabi-
nosa sc encuentran unidos a dcido fertlico, lo que posi-
bilita la creacion de enlaces entre varias cadenas de
xilanos mediante puentes diferulil, cuya formacidn
aumcnta al linal det crecimiento. En las paredes prima-
rias de otras especies, la arabinosa aparece en menor
cantidad, pero estd presente en cantidades importantes
en las paredes secundarias de todas las plantas, aunque
en este caso se encuentra una mayor sustitucidon por dci-
do glucurénico o metilglucurénico en los xilanos.

Un polisacdrido caracteristico de las paredes celula-
res de las gramineas es el (1 —=3), pil =dglucano o
glucano mixto (Fig. 1-6). Esta formado por una cadena
lincal de restos de f-D-glucosa unidos por enlaces
Bil—4) vy fit] =3} en una relacién aproximada de 2.3,
[La distribucidn de los dos tipos de enlace presenta un
cierto orden, de manera que la molécula estq formada
por bloques de enlaces (1 —4) (2 ¢ 3) separados por un
tnico enlace (1-—3). Sin cmbargo, cada 50-80 restos
pucden aparecer irregularidades en la sccuencia, con-
sistentes en una scric del orden de 10 restos contiguos
unidos por enlaces {1 —4).

Otros polisacdridos hemicelulésicos presentes en las
paredes celulares son los mananos, que constituyen un
grupo muy helerogéneo en el que la manosa cs cl com-
ponente mayoritario. Su cadena central puede estar for-
mada Unicamente por restos de D-manosa unidos por
un enlace fi(1—4) o presentar restos de D-glucosa in-
tercalados (glucomananos). Ambos tipos pueden pre-
sentar sustituciones de D-galactosa unidas por un enlace
(1 —06) a los restos de manosa (galactomananos y galac-
toglucomananos). Aungue su presencia es muy cscasa en
paredes celulares primarias, los (galactoymananos tienen
importancia cuantitativa como componentes de reserva
de algunas semillas, mientras que los (galacto)glucomana-
nos estan presentes en cantidades significativas en paredes
secundarias de tejidos lignificados de coniferas (12-15 %)
y. en menor cantidad, de angiospermas (3-5 %).
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Figura 1-6. Estructura de los principales polisacaridos hemiceluldsicos. a) (1 -3)(1—-4)-D-glucano. i) Xiloglucano. ¢} Glu-
curonoarabinoxilano. En el caso del xiloglucano, para mayor claridad del esquema, se ha separado por una linea disconti-
nua de mayor longitud el enlace glicosidico entre la galactosa y la xilosa de la cadena lateral. Las flechas indican los enlaces
susceptibles de hidrdlisis por endo-f#{1-3}, {1-4)-D-glucanasa en a) y endo-/i-{1-4}-D-glucanasa en bj.

4.1.3. Las pectinas presentan una gran
complejidad estructural

Los polisacdridos pécticos o pectinas son unos de los
polimeros conocidos mds complejos, constituidos por
una mezcela de polimeros dcidos ¥ neutros. Estan pre-
senies ¢n las paredes celulares de todas las plantas, aun-
que su importancia cuantitativa varia desde alrededor

del 35 % en paredes primarias de dicotiledéneas hasta
el 5 % en las de gramineas. Se caracterizan por su capa-
cidad de formar geles v se considera que su presencia
en las paredes celularcs determina su porosidad, pro-
porciona superficies cargadas que modulan el pH y el
balance idnico y sirven como moléculas de reconoci-
miento 4 sefales tales como organismos simbidticos,
paldgenos ¢ insectos.
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Las pectinas dcidas estdn constituidas por una alta
proporcion de restos de dcido D-galacturdnico unidos
mediante un enlace *{1—4) (Fig. 1-7). Las cadenas
constituidas unicamente por dcido galacturénico reci-
ben el nombre de homogalacturonanos y su longitud
es muy variable. Los grupos carboxilo de los restos ga-
lacturonosil pueden encontrarse esterificados con meta-
nol o libres. Los grupos carboxilo libres pueden estar
disociados y dar lugar a la formacién de puentes de
Ca’™, que constituyen la estructura conocida como caja
de huevos (Fig. 1-7).

Sin embargo, las cadenas de homogalacturenano no
son muy frecuentes en las paredes celulares ya que nor-
malmente presentan restos de L-ramnosa intercalados,
enlazados en z(1—2). El ramnogalacturonano ! {RG
) presenta una mayor proporcion de ramnosa, a menu-
do en posicidn alternante, y son estos restos de ramnosa
los puntos de anclaje de las cadenas laterales (Fig. 1-7).
Asi, aproximadamente la mitad de los mismos puede
estar unida en posicién C-4 a cadenas constituidas por
L-arabinosa y D-galactosa, con un grado de polimeriza-
cién variable. Debido a que los restos de ramnosa se
presentan con una frecuencia variable, dentro de las
pectinas hay regiones mucho mds ramificadas que
otras. El ramnogalacturonano H (RG 11) es un polisa-
cdrido relativamente pequetio (grade de polimerizacidn
aproximado de 60), con una estructura muy compleju
ya que es ¢l que presenta mayor ndmero de azdcuares vy
enlaces diferentes. Asi, estd constituido por dcido ga-
lacturdnico, ramnosa, arabinosa y galactosa junto a pe-
quefias cantidades de azicares poco frecuentes como
2-O-metilfucosa, 2-O-metilxilosa, apiosa, 3-C-carboxi-
5-deoxi-L-xilosa y dcido 3-deoxi-mano-octulosdnico
(KDO). A diferencia del RG 1, los restos de ramnosa

pueden presentar enlaces en 3, 3,4 vy 2,34 0 ser termi-
nales. También se pueden formar enlaces con boro entre
cadenas del RG 11, posiblemente a través de la apiosa.

Las pectinas de naturaleza neutra estdn constituidas
por L-arabinosa, D-galactosa o ambas. Los arabinanos
estdn [ormados por restos de L-arabinosa unidos mayo-
ritariamente por un enlace o{1 —35), algunos unidos en 2
v 3 a otros restos de arabinosa. Los galactanos estan
formados por una cadena de fi(1 =4)-D-galactano con
algunas ramificaciones de galactosa enlazadas en 6.
Puede haber sustituciones de a(1 —5)arabinano en pro-
porcion variable en el carbono 3 de los restos de galac-
tosa, 1o que recibe el nombre de arabinogalactano 1. El
arabinogalactano II es mds abundante y contiene res-
los de D-galactosa enlazados en 3, 6, ¥ 3, 6, y dc L-
arabinosa enlazados en 3 y 5. Tanto la arabinosa como
la galactosa pueden asociarse a dcido ferdlice mediante
un enlace éster, lo que posibilita la formacion de enla-
ces entre distintas cadenas mediante puentes diferulil
por la accion de las peroxidasas presentes en lag pare-
des celulares.

4.1.4. Las proteinas estructurales

presentan secuencias repetitivas

Las paredes celulares contienen también diferentes pro-
teinas, tanto estructurales como enzimdticas, que en las
parcdes primarias llegan a constituir el 10 % de su peso.
La mayoria corresponde 4 glicoproteinas, aunque el
grado de glicosilacién es muy variable, caracteriziando-
s¢ también por la presencia de secuencias repetitivas
que pueden scr compartidas entre varias. Entre las pro-
teinas estructurales, la proteina rica en hidroxiproli-
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Figura 1-7.
calcio. B} Ramnogalacturcnano |.

Estructura de los principales polisacaridos pécticos. A) Regién de homeogalacturonano formando puentes de
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na (extensina) es la me¢jor caracterizada de todas ellas.
Esta glicoproteina debe su nombre a la presencia de
hidroxiprolina (Hyp) como aminodcido mayorilario
( ~46 %), que junto a otros cinco aminoicidos (serina,
histidina, valina, tirosina vy lisina) constituye mdas del
90 % de la misma. Estd formada por numerosas sccuen-
cias repetidas de serina-(Hyp), v tirosina-lisina-tirosi-
na, responsables de su estructura secundaria y terciaria.
Los residuos de tirosina pueden formar puentes intra-
moleculares de isoditirosina, que aumentan la rigidez y
el cardcter hidréfobo de la molécula. La glicosilacién
de la proteina tiene Tugar a (ravés de serina e hidroxi-
prolina, de manera que la serina se encuentra unida a un
resto de galactosa, mientras que la hidroxiprolina sirve
de anclaje a tri o tetraarabinanos que sirven para estabi-
lizar la estructura de Ia proteina. Otras proteinas rela-
cionadas son las proteinas ricas en prolina y las pro-
tefnas ricas en glicina, mientras que las gramineas
comntienen proteinas ricas en lreonina y proteinas ricas
en histidina, similares a la extensina de dicotileddéneas.
Todas estas proteinas se presentan en diferentes canti-
dades en las paredes de los diferentes tipos de células,
por lo que sc asume que tienen tunciones especificas en
cada tipo de ¢élulas. Aunque no hay pruebas directas de
cudles pueden ser estas funciones, probablemente todas
tengan importancia estructural, ast como en la morfogé-
nesis (véase Capitulo 18). Por el contrario, las protei-
nas-arabinogalactano son proteinas solubles que no
estdn covalentemente enlazadas a la pared celular, por
lo que no tienen una funcién cstructural y, posiblemen-
te, participen en la diferenciacién (véase Capitulo 18).

4.1.5. La diversidad de las enzimas asociadas
a las paredes es una muestra de su
dinamismo

Las paredes celulares contiencn también diferentes ti-
pos de enzimas que les confieren una alta actividad me-
tabdlica. Pricticamente todas son glicoprotcinas, aun-
que su grado de asociacion, tipo de accidn y funcion
pueden ser muy diferentes. Todas ellas son enzimas que
utilizan sustratos sencillos (0., H,O,, H,O) compalibles
con las condiciones existentes en el apoplasto, con pH
dptimo entre 4.0 v 6.0. La misma actividad enzimaética
suele estar presente en las paredes con dilerente grado
de asociacidn; asi, las mismas enzimas pueden estar so-
lubles en el apoplaste y enlazadas a las paredes de for-
ma iénica y covalente. Aunque esta diversidad en el
grado de asociacion es un hecho generalizable a la ma-
yoria de las enzimas de la pared, no se conoce su signi-
ficado funcional.

El Cuadro i-4 resume los principales grupos de enzi-
mas presentes en las paredes. En general, se han detec-
tado actividades enzimaticas capaces de actuar sobre
practicamente todos los componentes estructurales de
las paredes celulares, incluidas las de los patégenos, asi
como sobre distintas sustancias presentes en cl apoplas-

to. Si consideramos los polisacdridos estructurales, la
dotacién de glicanasas presentes en las paredes seria su-
ticiente para degradarios casi completamente. Sin em-
bargo, esto no ocurre in vivo, ¢s decir, la regulacion de
su actividad es un imperativo bioldgico. Las pruebas
experimentales sobre la regulacién de dichas enzimas,
la accesibilidad del sustrato, ia actividad in vivo de las
distintas formas prescnies, ctc., todavia son escasas y
no permiten establecer un mecanismo generalizable de
regulacion de su actividad.

En la pared celular se encuentran también las expan-
sinas, proteinas de pequefio tamafio que inducen la ex-
tension de la pared in vitro, probablemente rompicndo
los enlaces de hidrégeno eantre los polisacdridos de la
matriz y la celulosa. No tienen actividad hidrolitica ni
transglicosilasa y son las tnicas proteinas asociadas a la
pared capaces de inducir la cxtensidn de la misma in
vitro (véase Capitulo 19).

4.1.6. Lapresenciade lignina proporciona una
mayor resistencia y rigidez a las
paredes celulares

La lignina es un polimere complejo constituido a partir
de los alcoholes aromdticos p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico, unidos entre s{ por enlaces éter o carbono-
carbono (véase Capitulo 17). La composicién monomé-
rica, asi como el tipo de enlaces entre ellos y su organi-
zacién en la macromolécula varian entre las diferentes
especies. La polimerizacion puede tener lugar mientras
estén disponibles tanto precursores activados como es-
pacio en la pared, de manera, que la molécula tiende a
llenar todo el espacio en la pared no ocupado por otras
macromoléculas, desplazando el agua. La estructura
polimérica de la lignina no sélo se entrelaza con las
microfibrillas de celulosa, sino que también sc une a las
hemicelulosas (arabinoxilano) y pectinas (arabinoga-
lactano) mediante enlaces éster a través de sus restos
hidroxicinamicos.

El resultado es una red hidréfoba que rodea los de-
mas componentes de la pared a la que confiere una ma-
yor resistencia tanto [isica como quimica, ademds dc
una gran rigidcz. Es especialmente abundante (20-30 %
del peso de la pared) en células conductoras (vasos xile-
miticos) y estructurales (fibras) con engrosamiento se-
cundario.

4.2, La estructura de las paredes es el
resultado de una serie de redes
poliméricas entrelazadas

La pared celular es una entidad molecular compleja,
formada por distintos componentes capaces de autoen-
samblarse., A pesar del avance en el conocimiento de la
pared celular durante los dltimos 30 afios, la estructura
de la pared celular primaria sigue sin conocerse com-
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Cuadro 1-4. Principales tipos de enzimas asociadas a las paredes celulares

droxiprolina)/H, O,

xilano)/H,0,.
Monolignoles/H,0,
Malato/NAD*
NADH/C,

Malato dehidrogenasa
NADH oxidasa

Lacasas Monolignoles/O,

Hidrolasas

Exo-glicanasas

Endo-glicanasas

Pectin-metil esterasa

Transglicosilasas

Xiloglucano endo-transglicosi-
lasa Xiloglucano

Fenil ésteres (pectinas, arabino-

Hemicelulosas y pectinas

Hemicelulosas y pectinas

Poligalacturonosil metil ésteres

Enzima Sustrato Funcién
Oxidorreductasas
Peroxidasas Tirosina (proteinas ricas en hi- | Formacion de puentes de isoditirosina

Formacion de puentes difenil
Lignificacion
Formacién de NADH

Formacién de H,0,

Lignificacion

Eliminacion de monosacaridos de los extremos no
reductores

Despolimerizacién

Desesterificacién de pectinas
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pletamente. Desde el primer maodelo propuesto por el
grupo de Albersheim, los distintos modelos que se fue-
ron proponiendo al conocerse mas los distintos compo-
nentes de la pared sc basaban en que los polisacandos
matriciales estarian unidos entre si por enlaces covalen-
tes y a las microfibrillas de celulosa por puentes de hi-
drogeno a través del xiloglucano. Sin embargo, los en-
laces covalentes entre hemicelulosas y pectinas no sc
han pedido confirmar y los modelos actuales se basan
en la existencia de redes independientes pero que inte-
ractiian entre si: una formada por la unién de celulosa y
hemicelulosas (generalmente xiloglucano y, en grami-
ncas, glucuroncarabinoxilano); otra formada por poli-
sacdridos pécticos que cstarfa embebiendo & la anterior
y una tercera formada por proteinas o fenilpropanoides
(Fig. 1-8). Sin embargo, aungue se conocen los tipos de
dominios estructurales presentes en hemicelulosas y
pectinas, no sabemos cémo contribuyen individualmen-
te al cstablecimiento y mantenimicnto de las redes o
cOmo influyen en las propiedades de la pared. En los
altimos afios, la utilizacion de técnicas no destructivas
(RMN, FTIR) en el esmdio de las paredes celulares estd
permitiendo un mayor conocimiento de los tipos de en-
laces entre los distintos componentes de la pared, asi
como la disposicién de los mismos,

4.3. Biogénesis de la pared celular

A lo largo de la vida de una célula, desde su tformacién
(citoguinesis} hasta que alcanza su forma y tamafo de-

finitivos, fa composicion y estructura de su pared sufren
cambios continuos, que implican la sintesis e incorpo-
racion de nuevos componentes (polisacdridos, proteinas
y fenoles)y en la misma, En esta seccion trataremos la
sintesis de los polisacdridos estructurales (cclulosa vy
polisacaridos matriciales), ya que la sintesis del resto de
los componentes sc trata ¢n otros capitulos.

4.3.1. lLacelulosa se sintetiza en la superficie

de la membrana plasmatica

La sintesis de celulesa en las plantas tienc lugar en la
membrana plasmdtica, catalizada por un complejo mul-
tienzimatico (roscta). que sintetiza de forma simultanea
numerosas cadenas de B-glucano que se asocian para
formar una microfibrilla de celulosa cristalina. Estas ro-
setas se observan por criofractura en el extremo de las
microfibrillas en crecimiento y su aparicion en las
membranas coincide con la sintesis de celulosa. Sin
embargo, aunque la celulosa es una molécula relativa-
mente simple, y su biosintesis tienc lugar en casi todas
las células de las plantas, la sintesis in vitro de este poli-
mero ha tenido un éxito muy escaso, probablemente de-
bido a que la actividad depende de la orientacion de las
roselas en fa membrana, por lo que el aislamiento de las
membranas provoca la pérdida de la capacidad de sinte-
sis de celulosa. De todas formas, se ha podido identifi-
car la UDP-glucosa, originada a partir de la sacarosa
por la accion de la sacarosa sintasa, como el precursor
mas probable (Cuadro 1-5).
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Figura 1-8. Representacion esquematica de la estructura
de la pared celular primaria de una planta dicotiledonea.
Modelo de redes interdependientes entre los distintos
componentes de la pared celular. Adaptado de: Carpita, N.
C. v Gibeaut, D. M. Plant J, 3: 1-30, 1993.

Por el contrario, la sintesis de celulosa por la bacteria
Acetobacter xvlinum ha sido completamente caracteri-
zada, lo que ha permitido conocer la secuencia gendémi-
ca que codifica esta proteina. Desgraciadamente, la uti-
lizacion de ta secuencia de la subunidad catalitica de la
celulosa sintasa de A. xv{/inum como sonda cn kas geno-
tecas de ¢cDNA vegetal no ha permitido hasta el mo-
mento identificar ningin gen homdologo. Sin embargo,
recientemente se ha caracterizado un mutante termo-
sensible de Arabidopsis thaliona alterado en la sintesis
de celulosa. Este mutante (rsw /), a temperatura restric-
tiva (31°C) presenta menores niveles de celulosa crista-
lina que la variedad silvestre al tiempo que acuimula
B(1—4)-glucano no cristalino, observandose también la
disgregacién de los complejos (rosetas) de la celulosa
sintasa en la membrana plasmatica. Los resultados ob-

Cuadro 1-5, Nucledtidos utilizados comao precurso-
res en la sintesis de los polisacaridos estructurales

Nucledtido precursor Polisacarido

UDP-glucosa, UDP-xilosa, GDP-fucosa
UDP-glucosa

xiloglucano

celulosa, glu-
cano mixto
UDP-xilosa, UDP-arabinosa,

UDP-glucurénico xilanos
UDP-galactosa. UDP-galacturdnico pectinas
GDP-glucosa, GDP-manosa Mananos

tenidos indican que la cristalizacion de las microfibri-
llas requiere la unién correcta del producto del gen
RSW1 en los complejos, mientras que la biosintesis del
B-glucano no la necesita. Por otra parte, la transforma-
cidn del mutante con el gen RSW restaura el fenotipo
normal. Esta complementacion es la primera evidencia
de la participacién de un gen en la formacién de las
microfibrillas de celulosa. Por otra parte, en plantas de
algoddén se han identificado dos genes (CelAl y CelA2)
que presentan regiones muy conservadas relacionadas
con la subunidad catalitica de fi-ghcosiltransferasas de
bacterias. Aunque la cxpresion de estos genes presenta
una alta correlacién con la velocidad de sintesis de ce-
lulosa, todavia no hay pruebas concluyentes de su inter-
VENCion en este proceso.

4.3.2. El aparato de Golgi se encarga de la
sintesis de los polisacdridos
matriciales

Los polisacdridos no celuldsicos se sintetizan en ¢l apa-
rato de Golgi, se empaquetan en vesiculas secretoras y
se exporlan a la superficie donde s¢ integran con las
microfibrillas de celulosa. A pesar de que su estructura
es mds compleja que la de la celulosa, se ha conseguido
la sintesis in vitre de la mayor parte de ellos, va que las
membranas aisladas retienen gran parte de la actividad
de las glicosiltransferasas implicadas, lo que ha permi-
tido su caracterizacién, al menos parcial. En todos los
casos identificados hasta el momento se ha comprobado
que se trata de proteinas unidas a membranas que utili-
zan como precursores los nucledtidos de los monosaci-
ridos {(Cuadro 1-5). Sin embargo, aunque las prepa-
raciones de membranas son capaces de incorporar
precursores marcados en polisacdridos, no se han carac-
terizado los productos en todos los casos, por lo que no
es posible asegurar qué tipos de glicosiltransferasas es-
tdn actvando. Las sintesis mejor conocidas son las de
los glucanos no celuldsicos (xiloglucano, galactomana-
nos vy glucano mixto) entre las de hemicelulosas y la del
homogalacturonano cntre las de pectinas.

El xiloglucano se sintetiza por la accidn simultdnea
de glucosil v xilosiltranstferasas que utilizan UDP-glu-
cosa y UDP-xilosa. respectivamente, mientras que el
resto de los azidcares de las cadenas laterales se une de
forma independiente. Asi, aungque no se tiene mucha in-
formacion acerca de la unioén de galactosa, se sabe que
la adicion de fucosa tienc lugar por una fucosiltransfe-
rasa que transfiere un resto de fucosa a partir de GDP-
fucosa al xiloglucano previamente galactosilado.

El glucano mixto, polisacirido tipico de las paredes
celulares de gramineas, estd constituido por restos de
glucosa unidos por enlaces P(l1—3) y B(1 —4), distri-
buidos regularmente a lo largo de la molécula. Las
membranas aisladas sintetizan, a partir de UDP-gluco-
s4, un polisacdrido idéntico al producido in vive; sin
embargo, todavia no se sabe si una unica glucosilirans-
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ferasa cataliza la formacién de los dos tipos de enlaces,
o si se trata de dos glucosiltransferasas, cada una res-
ponsable de uno de los dos tipos de enlace, que acttian
de forma coordinada.

La sintesis de galactomananos sc ha estudiado en
endospermo de semillas que lo acumulan como sustan-
cia de reserva, Interactian dos enzimas, una (1 —=4)-
manosiltransferasa dependiente de GDP-manosa y una
a( 1 —6)-galactosiltransferasa dependiente de UDP-ga-
lactosa muy especifica, que regula el grado de sustitu-
¢idn y la distribucién de los sustituyentes a lo largo de
la cadena de manano.

En cuanto a las pectinas, se ha demostrado que la
sintesis de homogalacturonano a partir de UDP-galac-
turénico tiene lugar en el aparato de Golgi. Por otra par-
te, también se ha identificado una metiltransferasa que,
utilizando S-adenosil metionina como donador de los
grupos metilo, da lugar a la metil-esterificacion de los
restos galacturonosil de las pectinas. En general, las
pectinas se sintetizan en el aparato de Golgi con un alto
grado de metilesterificacidn, que disminuye posterior-
mente en la pared celular por la accién de pectinmeti-
lesterasas.

4.4. Las paredes celulares primarias son
capaces de extenderse

Como hemos visto al inicio del apartado 4 de este capi-
tulo, la pared celular himita el volumen de las células.
Sin embargo, las células, una vez que se¢ lorman por
divisién celular, han de crecer, esto es, aumentar irre-
versiblemente de tamaino. Asi, nos encontramos con la
paradoja de que las paredes cclulares han de limitar el
aumento de volumen del proteplasto, al mismo tiempo
que han de permitir el crecimiento de las células. Uni-
camente las paredes primarias serdn capaces de dismi-
nuir su rigidez, permitiendo un cierto grado de exten-
sion per la presion de turgencia, para volver a aumentar
su rigidez a continuacion, fijando dicha extensién y evi-
tando el aumento ilimitado del volumen del protoplasto
y, por tanto, su explosion. Ademds, la pared no sélo
controla el crecimiento de la célula, sino que también
condiciona su direccién. La anisotropia de las paredes,
basada fundamentalmente en la disposicidn de las mi-
crofibrillas de celulosa, serd la responsable de la direc-
cién del crecimiento,

La pared celular primaria estd constituida por celulo-
sa, hemicelulosas, pectinas y una pequefa cantidad de
protefnas estructurales. Dicha pared, inicialmente rigi-
da, ha de sufrir una serie de modificaciones bioguinm-
cas que disminuyan su rigidez, aumenten su capacidad
de extenderse bajo la accién de la presion de turgen-
cia, que actia como fuerza conductora, y permitan el
incremento en volumen del protoplasto. lLa formacion
de nuevos enlaces y la incorporacion de nuevos compo-
nentes a la pared la transformard otra vez en una pared
rigida, lo que convierte el incremento de volumen en un

proceso irreversible, esto es, en crecimiento (véanse
Capitulos 18 v 19).

En paredes celulares primarias, la red polimérica que
mantiene la cohesién de su estructura y le confiere rigi-
dez es la red celulosa-hemicelulosas que, exceplo en
gramineas, esta constituida por las microfibrillas de ce-
lulosa unidas entre si por cadenas de xiloglucano me-
diante puentes de hidrégeno. Asi. las cadenas de xilo-
glucano impedirdn la separacién de las microfibrillas.
La ruptura y el alargamiento de las cadenas de xiloglu-
cano y la ruptura de los puentes de hidrégeno entre
dicho polimero y 1a celulosa permitirian la separacion
de las microfibrillas y, por tanto, la extensién de la
pared.

Sobre la base de lo anteriormente expuesto, s¢ han
postulado tres posibles mecanismos que podrian estar
involucrados en la pérdida de rigidez de las paredes pri-
marias. 1) La accion puntual de una endo-B(1 —4})-D-
glucanasa que rompiera la cadena de xiloglucano per-
mitirfa la separacion de las microfibrillas. Este meca-
nismo necesitaria la incorporacién de nuevas cadenas
de xiloglucano para evitar el progresivo debilitamiento
de la estructura. 2y La xiloglucano-endotransglicosilasa
(XET), al alargar las cadenas de xiloglucano, permitiria
una mayor separacion entre las microfibrillas sin debili-
tar la estructura de la red polimérica. Esta misma enzi-
ma participaria en la incorporacion a la red de las ca-
denas de xiloglucano sintetizadas de novo. 3) Las
expansinas romperian puntualmente los puentes de hi-
drogeno entre las cadenas de glucano de las microfibri-
llas y las cadenas de xiloglucano. Al estar la pared so-
metida a tension, aunque dichos puentes se volverian a
formar de manera espontinea, lo harfan en distinta po-
sicion, contribuyendo a fijar la extension.

Los factores necesarios para que los tres mccanis-
mos propuestos anteriormente puedan tener lugar, pa-
recen cstar presentes en todas las paredes celulares.
Sin embargo. ni la glucanasa ni la XET son capaces de
inducir in vitre la extension de las paredes aisladas,
mieniras que la expansing si lo hace. Por ello, actual-
mente se piensa que la expansina es imprescindible
para que tenga lugar la extension de la pared, si bien
tanto las glicanasas como la XET cooperarian en la mo-
dulacién del mecanismo de pérdida de rigidez de la pa-
red celular.

Al mismo tiempo que las parcdes primarias se ex-
tienden por la repeticién del cicle de extension de la
misma, la sintesis de nuevos componentes asi como su
incorporacién en la estructura de la pared con la forma-
cion de puentes interpoliméricos. puentes diferulil e
isoditirosina, catalizada por la accion de las peroxida-
sas, disminuyen progresivamente su extensibilidad y
dan lugar al cese del crecimiento celular. La red de pec-
tinas, unida por puentes diferuiil, y la de proteinas ricas
en hidroxiprolina, unida por puentes de isoditirosina, se
entrelazan con la red celulosa-hemicelulosas y restrin-
gen la separacidn de las microfibrillas v, por tanto, la
extension de la pared.
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45. Las propiedades fisico-quimicas
de las paredes celulares dependen
de su composiciéon

La abundancia relativa de los diversos componenites po-
limé€ricos de las paredes celulares les confiere diferen-
tes propiedades que determinan las funciones de los
distintos tipos celulares presentes en las plantas (Cua-
dro 1-6).

Porosidad. El entramado de redes poliméricas que
constituyen la pared celular representa un filtro que li-
mita la difusion de las moléculas en funcién de su tama-
fio. La determinacion experimental del didmetro de los
poros de las paredes celulares presenta variaciones rela-
tivamente importantes, no sélo entre los distinlos tipos
de células, sino también dependiendo del método utili-
zado. En general, el didmetro de dichos poros oscila
entre 3.5 y 6.0 n, que corresponde aproximadamente a
un abanico de masas moleculares entre 13 y 65 kDa.
Evidentemente, el tamario de los poros no supone nin-
guna restriccion a la difusién de las moléculas de pe-
quenio tamafio como sacarosa, aminoacidos, fitohormo-
nas, etc. Sin embargo, tendrd una gran importancia en el
caso de macromoléculas como proteinas y polisacari-
dos, al restringir su movilidad a través de la pared.

Carga eléctrica. En general, las paredes celulares en
el margen de su pH fisioldgico (4.5-6.0) tienen una car-
ga neta negativa debido a los grupos carboxilo de los
restos galacturonosil de las pectinas y glucuronosil de
los xilanos. Esta carga eléctrica puede contrarrestarse,
en parte, por las proteinas cargadas positivamente y por
la presencia de cationes, fundamentalmente Ca™,

Cohesidn celular. 1.a zona mds externa de las paredes
celulares, la lamina media, estd enriquecida en pecti-
nas que, a través de la formacion de puentes de calcio
en las regiones de homogalacturonano (estructura cn

Cuadro 1-6. Relacidn entre los componentes de las
paredes celutares vy las propiedades funcionales de

las mismas
Componente Propiedades funcionales
Pectinas Porosidad. Carga eléetrica. Cohe-
sién celular
Celulosa Resistencia mecdnica en la direc-
cion en la que estin orientadas
las microfibrilias
Lignina Cardcter  hidréfobo.  Resistencia
mecanica
Cutina Impermeabilizacion
Suberina Impermeabilizacion
Proteinas ricas en Resistencia quimica
hidroxiprolina

caja de huevos), actiian como sustancias cementantes,
uniendo las paredes de las células contiguas.

Hidratacién y naturaleza hidréfoba. En general, los
polisacdridos son hidréfilos de tal forma que las pare-
des, en principio, presentaran una fase acuosa que per-
mitird el movimiento de los solutos, siempre y cuando
su difusidn no se vea restringida por la carga ¢léctrica o
superen el tamaiio de los poros. Asi, las paredes prima-
rias presenian un contenido en agua de alrededor del
65 %. Sin embargo, las paredes cclulares secundarias,
segiin el patrén de diferenciacién celular que sigan,
pueden acumular lignina que, al ser de natwuraleza hi-
drétoba desplaza el agua e impermeabiliza la pared. El
deposito de suberina (paredes radiales de las células de
la endodermis) v cutina (células epidérmicas), com-
puestos de naturaleza hidréfoba, también impermeabi-
liza la pared. La impermeabilidad de las paredes, que
impide el trafico de sustancias hidrosolubles entre las
distintas células, hace necesaria la aparicidn de estruc-
turas especiales como plasmodesmos, punteaduras, pla-
cas cribosas, etc., que permitan dicho transporte en zo-
nas localizadas.

Resistencia quimica. Las paredes, ademds de consti-
tuir una barrera fisica que limita el acceso de patégenos
al protoplasto, contienen estructuras relativamente re-
sistentes a la degradacion quimica. Asi, las microfibri-
llas de celulosa, al presentar un alto grado de empa-
quetamiento de las cadenas de P-(1—4)-D-glucano,
dificultan la degradacién por celulasas de origen bacte-
riano. Otro polimero resistente a la degradacidn enzi-
mdtica es la lignina. Las proteinas ricas en hidroxi-
prolina, insolubles en las paredes celulares por la
existencia de puentes de isoditirosina, constituyen una
estructura altamente resistente a la degradacidn por
proteasas debido a la abundancia de restos de hidroxi-
prolina. La acumulacidén de estos compuestos, proteinas
ricas en hidroxiprolina en paredes primarias y lignina
en las secundarias, ofrece una barrera pasiva a la pene-
tracion de microorganismos. Sin embargo, la pared no
solo es una barrera pasiva, sino que también puede res-
ponder activamente a estimuios externos, aumentando
la sintesis de proteinas ricas en hidroxiprolina, la sinte-
sis de fitoalexinas (véanse Capitulos 17 y 30), etc.

Resistencia mecanica. Los dos polimeros que contie-
Ten resistencia mecdnica a las paredes celulares son la
celulosa y la lignina. Consideradas individualmente
cada una de las microfibrillas de celulosa, y debido a su
estructura de tipo pseudocristalino. ofrecen gran resis-
tencia mecanica en la direccion de la fibra, mientras
que en la direccidn perpendicular la resistencia serd mi-
nima. Es decir, ¢l ordenamiento paralelo de las microfi-
brilias da lugar a una gran resistencia mecanica en la
direccién de las microfibrillas. La combinacion de ca-
pas sucesivas de pared celular, cada una de ellas con
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ordenamiento paralelo de sus microfibrillas, pero con
diferente orientacién entre si, conferird al conjunto de
la pared celular una gran resistencia meecdnica en las
distintas direcciones. Aunque no se conoce el mecanis-
mo de control de la direccion en que se depositan las
microfibrillas sintetizadas de rovo por los complejos
terminales (rosetas) de la membrana plasmatica, si sc
sabe que estd relacionado con la disposicidn de los mi-
crotibulos.

RESUMEN

Las células estdn constituidas por distintos comparti-
mentos con funciones diferentes. Esta compartimenta-
cidn esta basada en las caracteristicas cstructurales y
funcionales de las membranas. El cardcter hidréfobo de
las membranas permite separar las fases acuosas de los
distintos compartimentos, al misme tiempo que consti-
tuye el soporte fisico de aquellas reacciones que no ten-
drfan lugar en presencia de un medio hidréfilo. Ade-
mds, la diferente dotacién proteica de las distintas
membranas de la célula permite diferentes mecanis-
mos especificos de transporte a través de las mismas y,
en consecuencia, la existencia de ambientes quimicos
diferenciados en cada uno de los compartimentos. Este
diferente ambiente quimico, a su vez, permite la espe-
cializacitn metabdlica de los distintos compartimen-
10s.

Por otra parte, la pared celular de las células vegeta-
les les permite independizarse de las condiciones osmo-
ticas del apoplasto, a la vez que les proporcionan la
forma y ¢! tamafio. Ademds, las diferencias en la com-
posicién y estructura de las paredes. al condicionar sus
propiedades, determinan la funcionalidad de los distin-
tos tipos celulares presentes en las plantas.

En resumen, podriamos decir que mientras que las
membranas permiten la especializacion de los distin-
tos compartimentos celulares, las paredes son uno de
los rasgos mds caracteristicos de la especializacion ce-
lular.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Defina los conceptos de simplasto y apoplasto.

2. ;Qué ventajas tienen las plantas cuyas células presentan
membranas con un mayor porcentaje de dcidos grasos in-
saturados?

3. (Qué caracteristicas de las membranas permiten la com-

partimentacién celular?

i Podrian sobrevivir las células vegetales sin pared celular?

;Donde tiene lugar la sintesis de los polisacdridos estruc-

turales de las paredes celulares?

6. ;Qué papel se ha postulado para las cxpansinas en el cre-
cimiento celular?

n e
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CAPITULO

EL AGUA EN LA PLANTA

Manuel Sanchez-Diaz y Jone Aguirreolea

1. Introduccion. 2. Propiedades del agua. 3. Cuantificaciéon y terminologia del estado hidrico en la planta. 4. Relaciones
hidricas en células y tejidos. 5. Medida de! potencial hidrico y sus componentes. 6. Movimiento del agua.

1. INTRODUCCION

La vida estd intimamente asociada al agua, muy espe-
cialmente en su estado liquido, y su importancia para
los seres vivos cs consecuencia de sus propiedades fisi-
cas ¥ quimicas exclusivas. El agua es la forma en la
cual el atomo de H, clemento esencial en todas las mo-
léculas orgdnicas, es absorbido y, posteriormente, asi-
milado durante la fotosintesis (véanse Capitulos 10 y
11), Por tanto, ha de considerarse como un nutriente
para la planta, de la misma manera que lo son el CO, o
el NO7 . No obstante, la cantidad de agua que se requie-
re para el proceso fotosintético cs pequefia y solo cons-
tituye, aproximadamente, un 0.01 % dc la cantidad total
utilizada por l4 planta. La razon de esta baja utilizacion
es que la mayoria de las tunciones en las cuales partici-
pa son de naturaleza fisica. El agua es un disolvente
para muchas sustancias tales como sales inorginicas,
azlicares y aniones organicos y constituye un medio en
¢l cual tienen lugar todas las reacciones biogquimicas.
Las moléculas de agua se adsorben en las supcerficies de
las particulas formando capas de hidratacion, que influ-
yen cn las reacciones fisicas y quimicas. El agua, en su
forma liquida, permite la difusién y el flujo masivo de
solutos y, por esta razon, es esencial para el transporte y
distribucién de nutrientes y metabolilos en toda la plan-
ta. También es importante el agua en las vacuolas de las
células vegetales, ya quc ejerce presidn sobre ¢l proto-
plasma y la pared celular, manteniendo asi a turgencia
en hojas, rafces y otros érganos de la planta. Con excep-
cidn de algunos tipos de semillas y unas pocas cspecies
vegetales, la deshidratacidn de los tejidos por debajo de
un nivel eritico se acompaifia de cambios irreversibles
en la estructura y, finalmente, de la muerte de la planta.

El agua, que es el componente mayoritario en la
planta (aproximadamente un 80-90% del peso fresco
en plantas herbiceas y mas del 50 % de las partes lefio- -
sas) afecta, directa o indirectamente, a la mayoria de los
procesos fisiologicos. Por todo ello, la fisiologia vege-
tal es, en gran medida, el estudio de las relaciones hidri-
cas.

2. PROPIEDADES DEL AGUA

El agua es un compuesto muy peculiar. A diferencia de
los hidruros de no metales (por ejemplo, el sulfuro de
hidrégeno, H, S, o el amoniaco, NH;). que son gases a
temperatura ambiente, el agua es liquida. La razén de
ello y de la mayoria de las propiedades poco corrientes
del agua es que sus moléculas son polares y forman
puentes de hidrégeno entre si (Fig. 2-1); esto ocasiona
un aumento en las temperaturas de fusidn y ebullicion.

Se denomina cohesién a la tendencia de las molécu-
las de agua a permanecer unidas por los puentes de hi-
drégeno. Esta es la razén de por qué las columnas finas
de agua en los vasos xilemdticos pueden ascender sin
romperse hasta la cima de un drbol; la cohesién impri-
me a la columna una tension muy alta (véase Capftulo
4). Las moléculas de agua son también atraidas por
otras moléculas pelares y, por tanto, mojan superficies
sdlidas tales como el vidrio o las paredes celulares y
forman capas de hidratacion alrededor de iones y de
macromoléculas tales como proteinas.

Lu cohesion de las moléculas de agua hace que se
requiera una cantidad de energia muy elevada para pro-
vocar la evaporacidn; ésta ¢s la razon de por qué la
transpiracion en las hojas tiene un efecto importante de

17
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Figura 2-1. Parte superior. Diagrama esquematico de dos
moléculas de agua unidas por un puente de hidrégeno.
Este puente electrostatico se basa en la naturaleza dipolar
de la molécula: exceso de carga positiva en el H; exceso de
carga negativa en el O. El puente posee una energia relati-
vamente menor (aproximadamente 20 kJ mol ') que el
enlace covalente (aproximadamente 400 kJ mol™"). Parte
inferior. Estructura del agua en la proximidad de a) 100 C
y b} 0 °C. Los puentes de H se indican mediante puntos
negros {adaptado de Nobel 1974, Meidner y Sheriff 1976).

enfriamiento (véase Capitulo 3). Por otra parte, el em-
paquetamiento de las moléculas de agua en el estado
liquido mediante puentes de hidrégeno es, de hecho,
mas eficaz (mds moléculas por unidad de volumen} que
en el estadoe sdlido (hielo). Por ello el agua se expande
cuando se congela, y existe riesgo de lesion tisular si se
congela el agua celular.

3. CUANTIFICACION Y TERMINOLOGIA
DEL ESTADO HIiDRICO EN LA PLANTA

Como base para comprender las relaciones planta-agua,
se hace necesario definir y determunar el estado hidrico
a nivel de célula, de drgano o, incluso, de planta entera.

3.1. El contenido hidrico relativo representa
la cantidad de agua de un tejido en
comparacion c¢on la que podria contener
en hidratacion completa

El estado hidrico de las plantas se puede estudiar en
términos de contenido hidrico (CH), expresado como
porcentaje del peso seco:

P, — P,
2100
P

8

CH = [2-1]

stendo:

P,, peso fresco de la muestra
P, peso seco de la muestra, determinado después de
mantenerla en estufa a 80 °C durante 24 horas.

No obstante, debido a que el peso seco puede experi-
mentar cambios diarios y estacionales, las determina-
ciones comparativas del contenido hidrico basadas en el
peso seco no son satisfactorias. Igualmente, si se expre-
sa el contenido hidrico en relacion al peso fresco, per-
sisten los problemas que conlleva la modificacion del
peso seco y, ademds, se minimizan los cambios en el
contenido hidrico. Asi, por ejemplo, una reduccion del
85 al 80 % en el contenido hidrico, expresado en fun-
cidn del peso fresco, parece una disminucién muy pe-
quefia y, sin embargo, puede suponer una pérdida del
30 % en relacion con el contentdo hidrico original.

Una forma de eliminar estos problemas consiste en
expresar el contenido hidrico sobre la base del conteni-
do hidrico a plena turgencia, es decir, al peso turgente
(P}, pasando a denominarse contenido hidrico relati-
vo {CHR) o el pardmetro complementario déficit de sa-
turacién hidrica (DSH):

CHR = 2- = P00 [2-2]
P P )
P, — P,

DSH = - ' 100 2-3

SH = [2-3]

wn

El CHR vy el DSH estdn relacionados de la siguiente
manera:

CHR = 100-DSH ¢ CHR + DSH = 100 [2-4]

Por tanto, el CHR adquiere valores comprendidos en
el siguiente intervalo:

0 < CHR < 100 [2-5]
La relacién que existe entre CHR y CH es:
CHR = CH A [2-6]
I T

t s

Determinar el CHR requiere, por tanto, el conoci-
miento del estado de plena turgencia de la muestra, es
decir, del grado de hidratacién maxima de las células.
La gran ventaja de la plena turgencia es que correspon-
de a un estado hidrico determinado, independientemen-
te de la especie vegetal.




3.2. La capacidad de las moléculas de agua
para moverse en un sistema particular se
define como potencial hidrico (\V), que es
una medida de la energia libre del agua
en el sistema

Los conceplos anteriormente descritos (CHR y CH) no
permiten determinar ¢l sentido de los intercambios hi-
dricos entre las diferentes partes de una planta ni entre
el suelo y la planta. La magnitud que rige los movi-
micntos del agua y que, de manera mads frecuente, se ha
venido utilizando para expresar el estado hidrico de la
planta es el potencial quimico y, es decir, la variacién
de la energia libre (energia libre de Gibbs) dcl agua cn
un punto, debide a una variacion, én, de moles de agua
que entran o salen de este punto. siendo constantes los
otros parametros {temperatura, presion, etc.). De donde:

= (¢ G/dn) [2-7]

El agua circula entre dos punios siempre que su po-
tencial termodindmico no sea idéntico entre dichos
puntos. El potencial hidrico, V. utilizando por los tisié-
logos deriva de esta magnitud. Constituye la resultante
de fuerzas de orfgenes diversos (osmdlica, capilar, de
imbibicidn, turgente...) que liga el agua al suelo o a los
diferentes tejidos del vegetal.

El potencial hidrico corresponde desde el punto de
vista encrgético al trabajo que habria que suministrar a
una unidad de masa de agua «ligada» al suelo, o a los
tejidos de una planta, para llevarla de este estado de
unién a un estado de referencia, correspondiente al del
agua pura {a menudo denominada «libre» por oposicidn
a «ligada»} a la misma temperatura y la presién atmos-
férica. Como se adopta el valor cero para este potencial
de referencia, todos los W que caracterizan al agua liga-
da son negativos, puesto que seria necesario suministrar
un trabajo para llevar este agua a un ¥ = 0.

La relacion entre ¥ y 1t se decribe,

[2-8]

siendo:

‘¥, potencial hidrico de la muestra

(, potencial quimico del agua en la muestra
u", potencial quimico de referencia del agua
V. volumen molar del agua.

La ecuacion dimensional del W corresponde a la de
una energia o trabajo, por umdad de volumen, es decir
FL/L.*> = F/L°. Es la ecuacién dimensional de una pre-
sion lo que explica que las unidades en las cuales se
expresa ‘¥ sean, frecuentemente, unidades de presion
{en unidades SI, la energia se expresa en julios por me-
tro clibico, J - m™¥, y la presién en pascales, Pa).
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El potencial hidrico puede expresarse, asimismo, en
tuncién de la presidén de vapor de la atmésfera en equi-
librio con la de disolucién acuosa, de acuerdo con la
expresion:

RT
Y = — In(e/e,)
vV

[2-9]

Siendo R, la constanie dc los gases (8.31 J "K'
mol '); T, la temperatura absoluta ('K); e y e, , la pre-
sidn de vapor de la atmdsfera y de saturacidn, respecti-
vamente.

En muchos casos, se suele utilizar indistintamente el
volumen molar parcial y el volumen molal parcial
del agua. Por definicién, el volumen molar parcial es el
aumento en volumen de una cantidad infinita de solu-
cién molar, V_, cuando se afiade un mol de un compo-
nente A. permaneciendo constante el resto:

V, = &V i,

A [2-10]

Por el contrario, ¢l volumen meolal parcial es et
aumento en volumen de una cantidad infinita de solu-
cion molal, V. cuando se afiade un mol de un compo-
nente A, permaneciendo constante el resto:

— A in
V, = cV,icn,

, [2-11]

No obstante, en la prictica, hay poca diferencia entre
el uso de cantidades molarcs y molales cuando sc des-
cribe el volumen ocupado por un mol de agua en el
sistema yva que. en la mayoria de las ecuaciones que
describen las relaciones hidricas, se consideran las di-
soluciones como ideales.

Si bien el término potencial y, en general, el trata-
miento mds antiguo que se conoce sobre el uso de los
conceptos termodindmicos en plantas corresponde 4
Tang y Wang (1941), la gran aceptacion de estos con-
ceptos se debié a la propuesta conjunta de Taylor y
Slatyer sobre una terminologia unificada en los estudios
de las relaciones planta-suelo-agua, en un congreso so-
bre Zonas Aridas celebrado en Madrid en 1959.

En un sistema particular, el potencial hidrico total es
la suma algebraica de varios componentes:

Y=Y +¥ +¥ + V¥, 12-12]

Siendo W, Y, ¥  y 'P,. respectivamente, compo-
nentes debidos a fuerzas de presién, osmdética, matrica
y gravitacional. El componente de presion (V) repre-
senta la diferencia en presion hidrostdtica con la refe-
rencia y puede ser positivo o negativo. El componente
osmotico (V) es consecuencia de los solutos disueltos,
disminuye la energia libre del agua y ¢s siempre negati-
vo. Mas bien que referirse al potencial osmético, que
¢s negativo, muchas veces se utiliza el término presion
osmética (IT = — W ). Se puede demostrar que ¢l po-
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tencial osmético se halla relacionado con la fraccién
molar del agua (y,) o su actividad (a,) mediante:

RT RT
Y. = —In(y,z) = v In 4

=y [2-13]

stendo y, un coeficiente de actividad que mide la sepa-
racion del comportamiento ideal por la solucién. A me-
dida que aumenta la concentracion de solutos, disminu-
yen y, ¥ ¥.. Aunque y, es igual a | en soluciones muy
diluidas, la mayoria de los sistemas vegetales muestra
alguna separacién del comportamiento ideal. Una apro-
ximacion util de la ecuacion 2-13, razonablemente pre-
cisa para muchas soluciones biologicas, es la relacion
de van’t Hoff:

¥, = —RTc,

. [2-14]

Siendo ¢, la concentracion de soluto expresada como
mol m ™ ? de disolvente (0, mds precisamente, como
mol por 10° kg de disolvente). El potencial osmdtico
del jugo celular es aproximadamente — IMPa (Nota:
IMPa = 10° Pa). Utilizando la ecuacién 2-14 y sustitu-
yendo el valor de RT a 20 “C (2437 I mol ™ '), da una
concentracién total de solutos del jugo celular de
—(—10%/2437) = 410 osmol m °.

El potencial matrico es similar a W, excepto que la
reduccion de a, es consecuencia de fuerzas en las super-
ficies de los solidos. La distincidn entre W, y ¥, es,
hasta cierto punto, arbitraria puesto que. frecuentemen-
te, es dificil decidir si {as particulas son solutos o séli-
dos, de tal manera que, muy a menudo, se suele incluir
¥ en'V,.

El componente gravitacional (‘{’g) €s Consecuencia
de diferencias cn energia potencial debidas a diferencia
de altura con el nivel de referencia, siendo positivo sies
superior al de referencia, y negativo cuando es inferior:

Y, =p.gh [2-15]
siendo p, la densidad del agua y h la altura por encima
del plano de referencia. Aunque frecuentemente ignora-
do en sistemmas vegetales, ‘Pg aumenta 0.01 MPa m ™!
por encima del nivel del suelo y, por tanto, ha de in-
cluirse cuando se considera el movimiento en drboles
(véase Capitulo 4).

El potencial hfdrico caracteriza, igualmente, el esta-
do del vapor en el aire, siendo funcién de ta humedad
relativa:

p = RI, HR [2-16]
= — In — -

AY 100
¥ = 4.608 T In HR/100 [2-17]

siendo:

¥, potencial hidrico en MPa

R, constante de los gases perfectos

V. volumen molar del agua

T. temperatura en grados Kelvin

HR, humedad relativa: efe, (Tay > 100 [, presion
del vapor de agua en el aire; e, (Ta), presion del vapor
saturante del vapor de agua en el aire, a la temperatura
del aire, Ta].

3.3. El potencial hidrico en las células
vegetales esta determinado,
fundamentalmente, por el potencial
osmotico {\¥,) y por el potencial
de presion (¥}

El potencial hidrico de la planta (*V'), consta de tres
componentes:

Y=¥ +¥ +Y¥, [2-18]
siendo W . W,y ' los potenciales de presion, solutos y
madtricos, respectivamente, en una célula o tejido vege-
tal. Para entender la naturalcza y contribucion de los
diferentes potenciales componentes del ¥, considere-
mos una célula adulta (Fig. 2-2) que consta de tres fases
distintas: una pared celular eldstica, ¢l citoplasma con
el ndcleo y los orgdnulos y, por ultimo, una vacuola
central que contiene una solucion diluida de azicares,
iones, acidos orgdnicos, ete. (véase Capitulo 1} La va-
cuola, que llega a ocupar entre el 80 y el 90 % del volu-
men total de tal célula, se halla rodeada por el toneplas-
to, que es también una membrana semipermeable. Se
considera, por tanto, quc {os intercambios de agua celu-
lar estdn controlados por la vacuola y, ademas, que la
célula parenquimatosa madura se comporta como un

INICIAL EQUILIBRIO
Tonoplasto Plasmalema
Citoplasma / Pared celuiar
e T T s
L R
[ Y h Potencial de presib
M ; A
/s
Jugo vacuolar H,O Jugo vacuolar
¥, - 05 MPa ¥, = —-05MPa
W, = 0 MPa ¥, — +0.5 MPa
Interior de la célula Interior de la célula
o=, Vo=, + P,
o] 0
05 =-05+0 0 - —-05 + 05

Figura 2-2. Movimiento dei agua entre los distintos com-
partimentos de una célula vegetal adulta colocada en agua
{¥ = 0) (potencial osmético del jugo vacuolar, ¥, = —0.5
MPa} (adaptado de Azcon-Bieto y Taldn, 1993).




osmometro. En tal situacion, se desprecia la contribu-

cidn de la matriz (¥, = 0), quedando:
Y=, + V¥, [2-19]
3.3.1. El potencial osmotico (V) es negativo

y expresa el efecto de los solutos en la
disolucion celular

El potencial osmético esti determinado por ta concen-
tracién de suslancias osmoticamente activas en la va-
cuola y es idéntico a la presion osmdtica del jugo va-
cuolar (ecuacién 2-14). En una célula vegetal, ¥,
siempre posee valores negativos, que varian con ef vo-
lumen celular, siendo mds préxime a cero en células
totalmente hidratadas que en las deshidratadas. La de-
pendencia de W del volumen celular ¢s, aproximada-
mente. lineal (Fig. 2-3).

Las membranas celulares no son nunca verdadera-
mente semipermeables sino, mds bien, diferencial-
mente permeables (véase Capitulo 7). La exiension en
la cual las moléculas de soluto se pueden difundir a su
través se expresa multiplicando ¥ por el término o, de-
nominado coeficiente de reflexién, que adquiere valo-
res entre () y 1; para una membrana verdadcramente se-
mipermeable, ¢ = [. Para una membrana que es
igualmente permeable al agua v a los solutos (o si no se
encuentra presente ninguna mcmbrana), ¢ = . Enton-
ces, la ecuacion anterior se hace: ¥ = W+ o'V,

3.3.2. El potencial de presion (V) es positivo
y representa la presion ejercida por el
profoplasto contra la pared celular

Cuando el agua entra en la célula. aumenta el velumen
vacuolar y sc ejerce una presion, denominada presion
de turgencia, sobre las paredes celulares. Al mismo
tiempo, sc desarrolla en direccidn opuesta una presion
igual a la presion de turgencia, es decir, desde las pare-
des al interior celular. Esta dltima presion, denominada
presion de pared, actia como una presion hidrostitica,
aumenta ¢l cstado energético del agua en la célula y
represenla el potencial de presion celular (V). Natu-
ralmente, ‘¥, adquiere valores positivos sicmpre que la
vacuola ejerza una presion sobre las paredes circundan-
tes. A mcdida que se pierde el agua de la c¢élula, la va-
cuola se contrae progresivamente, con una caida conco-
mitante en la turgencia celular y ¥ (Fig. 2-3). ¥ se
hace cero en una etapa denominada plasmélisis inci-
piente, en 1a cual la vacuola cesa de presionar sobre las
paredes (Fig. 2-3). Ocasionalmente, se ha informado de
la existencia de valores negativos de ‘¥, como un efec-
to ventosa sobre el interior de las paredes como conse-
cuencia de la contraccién vacuolar,
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Plasmaolisis incipiente

Figura 2-3. Diagrama de Hofler. Muestra las interrefacio-
nes entre potencial de presién (¥}, potencial de solutos
(V,) y potencial hidrico (¥} a medida que se modifica el vo-
lumen del protoplasto. Se supone que la célula esta sumer-
gida en agua pura. Al volumen celular en el estado de plas-
molisis incipiente se le asigna un volumen relative de 1.0.
En plasmdlisis incipiente el potencial de presién es cero.
Un 10% de aumento en el velumen celular originara una
célula totaimente turgente con un cambio pequerio en el
potencial osmdtico (Y.}, pero con un gran aumento en el
potencial de presidn (¥ ). A plena turgencia, el potencial
osmatico es contrarrestado por el potencial de presién, y el
potencial hidrico de la célula (suma algebraica de ¥, y ¥,)
es cero {adaptado de Hopkins, 1995).

3.3.3. El potencial matrico (¥,,) es negativo y
expresa el efecto de los microcapilares
y las superficies de paredes y
componentes celulares en la

retencidn del agua

Surge como consecuencia de fuerzas que retienen mo-
léculas de agua por capilaridad, adsorcion e hidrata-
¢ion, principalmente, en la pared celular y el citoplasma
(matriz). En el primer caso, 1as microfibrillas de celulo-
sa entrelazadas crean numerosos microcapilares en los
que ¢l agua es retenida, fundamentalmentc. por tension
superficial. En el citoplasma, el agua es adsorbida en
varias macromoléculas y coloides. ¥ se estimé ante-
riormente como despreciable cuando se consider6 la cé-
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lula andloga a un osmoémetro. Tal suposicién es razona-
ble en aquellos casos en los que la matriz celular consti-
tuye una fraccién pequefia del volumen ceclular total,
por cjemplo, en células jovenes de paredes [nas. No
obstante, en tejidos con una elevada proporcién de ma-
triz (por gjemplo, en xcrdfitas y en meristemos de me-
sofitas), W, no se puede ignorar y, por tanlo, el enfoque
del osmémetro no es vilido. En cualguiera de los casos,
el efecto de W, se hace mds pronunciado a medida que
disminuye el contenido hidrico.

4. RELACIONES HIDRICAS EN CELULAS
Y TEJIDOS

Las relaciones hidricas de células y tejidos vegetales se
pueden describir mediante ¢l diagrama de Hofler (Fig.
2-3), que muestra la interdependencia entre el volumen
celular, W, W y ¥ . a medida que la célufa pierde agua.
Al volumen del protoplasto se lc asigna un valor relati-
vo de 1.0 en la plasmélisis incipiente, condicidn en la
cual el protoplasto rellena el volumen celular no ejer-
ciendo presién contra la pared ni tampoco separdndose
de la misma. Por tanto, la presion turgente (‘Pp) es cero
y el potencial hidrico de la célula es igual a su potencial
osmético (*F)). En cualquiera de los casos, el potencial
hidrico de la célula (W) viene determinado por la suma
algebraica de la presién de turgencia () y el potencial
osmotico (W) (compirese la ecuacion 2-19 con l1a Fig.
2-3).

Los fendmenos de plasmdlisis y de marchitez son
aparentemente lo mismo, pero hay algunas diferencias
importantes. La plasmélisis se puede estudiar en el la-
boratorio simplemente sometiendo los tejidos a solu-
ciones hiperosmoticas y observando al microscopio
cambios en el volumen del protoplasto. A medida que
progresa la plasmolisis, el volumen del protoplasto dis-
minuye, los plasmodesmos se rompen y ¢l protoplasto
se separa de la pared celular. El espacio existente entre
la superticie externa del protoplasto (membrana plas-
matica) y la pared celular se lena con la solucion exter-
na, que facilmente penetra la pared celular. Por esta ra-
zon, normalmente, la plasmalisis no origina sobre el
protoplasto una presién negativa (o tension) elevada.
La plasmolisis constituye, esencialmente, un fendmeno
de laboratorio y, con la posible excepcién de condicio-
nes extremas de déficit hidrico o de salinidad. rara vez,
se presenta en la naturaleza.

Por otra parte, la marchitez es la respuesta tipica a la
deshidratacion en el aire en condiciones naturales. De-
bido a su extrema tension superficial, el agua de los
pequeiios poros de la pared celular ofrece resistencia a
la entrada del aire y ¢l protoplasto mantiene ¢l contacto
con la pared. Ello tiende a originar elevadas presiones
negativas a nivel de la pared. El potencial hidrico de las
células marchitas se hace alin mds negativo, ya que re-
presenta la suma del potencial osmético y del potencial
de presion (ambos negativos).

Un factor importante que determina la forma de las
curvas en la Figura 2-3 es la elasticidad de las paredes
celulares. Si la pared celular es muy rigida, para una
determinada pérdida de agua, el potencial hidrico y sus
componenics cambian rdpidamente. La nigidez de la pa-
red se describe mediante el médulo de elasticidad pro-
media de la célula (#) que se puede definir como:

g = AP/(AV/V) [2-20]

Segin la ecuacion [2-20], un valor alto de & quiere
decir que ha de aplicarse una presién elevada para pro-
ducir un determinado incremento en el volumen celu-
lar. Dicho de otra manera, cuanto mayor sea el valor de
g, tanto mds resistente a la deformacién serd la pared
celular,

Hay que destacar que este médulo de elasticidad es
diterente del mddulo de elasticidad del material de la
pared cclular en si mismo y que, ademds, depende en
parte de la estructura del tejido y de la naturaleza dc las
interacciones entre las células. Normalmente, los valo-
res de ¢ para las células vegetales se encucntran entre 1
y 50 MPa; valores mayores indican células relativa-
mente ineldsticas o tejidos con células pequefias.

Representado la ecuacidn [2-207] como:

£ (AV/V) = AP [2-21]
y suponiendo un valor nominal de ¢ = 10 MPa, una
modificacion en el volumen de un | % (AV/V = 0.01)
originard un cambio de presién de turgencia (AP) de 0.1
MPa. Para una célula tipica con una presion de turgen-
cia de 0.3 a 0.5 MPa. esto origina un aumento dc un 20
a un 309 cn el potencial de presidn. Al mismo tiempo,
el potencial osmético. que es proporcional al volumen.
solo cambiaria un 1 % (véase Fig. 2-3). Por tanto. las
alteraciones de potencial de presion constituyen cl prin-
cipal determinante del potencial hidrico a medida que
cambia el contenido en agua de las células.

La tasa de aumento de volumen celular también de-
pende de las propiedades reclogicas de la pared (rela-
cionadas con su bioquimica) (véase Capitulo ).

(1;V) (dVidy = (P — YY) [2-22]
cn donde Y es la presién umbral (Pa), o turgencia que
ha de superarse antes de que se presente ninguna exten-
sion, y (7 es la extensibilidad (s~ 'Pa™?), que describe
la tasa con la cual las células experimentan expansion
irreversible, siempre que se cxceda ¥. La extensibili-
dad contrasta con la elasticidad (£), que se reflere a
cambios reversibles en las dimensiones celulares.

Una consccuencia de la existencia de un médulo de
elasticidad elevado es que las plamias, 4 diferencia de
los animales, no necesitan osmorregular para mante-
ner la integridad estructural de sus células. Para impedir
la absorciéon continuada de agua y el posible riesgo de
lisis de la membrana celular, las células animales han



de gastar continuamente energia metabolica para ex-
cluir solutos y mantener un potencial osmético apropia-
do. En las células vegetales, dicha funcién es desempe-
fiada por la pared celular (véase Capitulo |). La presidn
de turgencia que se desarrolla por una pared celular
fuerle y relativamente ineldstica es normalmente sufi-
ciente para mantener un potencial hidrico apropiado ¢
impedir un exceso de absorcién de agua. No obstante, vy
ello es interesante, parece que muchas células vegetales
mantienen ¢l nivel determinado de presidn que es infe-
rior al maximo posible. Esto sugicre que las células han
dc poseer sensores a la presion que ayuden a rcgular el
contenido de solutos y, por tanto, a mantener la turgen-
cia en los limites apropiados.

El diagrama de Hotler cs apropiado para células aisla-
das. Sin embargo, en cualquier tejido las células difieren
en tamaifio, clasticidad de pared y contenide en solutes.
Ademas, existe un componente de presion provocado
por las células circundantes, Por tanto, las propiedades
de un tejido, aunque se puedan representar mediante
este tipo de diagrama, pueden ser muy distintas de las
correspondientes a sus células componentes.

5. MEDIDA DEL POTENCIAL HIDRICO
Y SUS COMPONENTES

Los tres instrumcntos mds importantes que se utilizan
para la medida del potencial hidrico y sus componentes
son el psicréometro de termopares, la cdmara de presion
y la sonda de presion,

5.1. El método psicrométrico determina
la presion de vapor relativa del aire
en equilibrio con la del tejido

El psicrometro de termopares se basa cn el principio
de que la presion de vapor relativa {e/e) de una solu-
cién, o muestra de material vegetal, sc halla relacionada
con su potencial hidrico (W), segtin la ecnacién 2-9.

La muestra de material vegetal sc coloca en una cé-
mara herméticamente cerrada; al cabo de un ticmpo de
equilibrio generard una presidn de vapor relativa, o hu-
medad relativa en la cdmara, equivalente al potencial
hidrico del tejido (Fig. 2-4 A).

Las medidas de ¥, v .. se pueden efectuar con los
psicrometros de termopares, eliminando uno de los
componentes de la ecuacion ¥ = ¥_ + WV, y midiendo
¢l otro. Corrientemente, se congela y descongela el teji-
do, rompiendo asi las membranas. La rotura impide que
se genere turgencia y, sl bien la liberacion de solucidn
celular inunda la pared, los efectos médlricos son peque-
fios y, frecuentemente, se pueden ignorar. En este caso,
¥ = W El YW, se calcula a partir de la diferencia cntre
el ' del tejido vivo y el ' del tejido congelado/descon-
gelado.

Una de las razoncs de que se haya utilizado profusa-
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mente la psicrometria de termopares para la determina-
cién del potencial hidrico y sus componentes es que
esta técnica se puede usar en cualquier parte del sistema
suclo-planta. Ademds, sélo sc necesita una pequefia
porcidn de tejido; esto permite muestrear una hoja o
raiz. a medida que se somete la planta a diferentes con-
diciones. Los psicrémetros de termoparcs se han utili-
zado en hojas, tallos, raices, nodulos de leguminosas,
partes florales, polen y semillas en desarrollo.

5.2. El método de equilibrio de presién o
camara de presion es rapido y es el mas
utilizado en el campo

Durante muchos afios, fisidlogos vegetales v ecélogos
se han visto limitados en la investigacion del estado hi-
drico de las plantas, debido a la carencia de un método
sencillo, rapido, preciso y portitil. Para satisfacer esta
necesidad, Scholander y cols. (1965) desarrollaron una
técnica que mide el potencial hidrico en unidades de
presidn. El método consiste en aplicar presién sobre
una hoja cortada hasta que aparezca el agua en cl extre-
mo seccionado del tallo o peciolo. Se interpreta que la
presién positiva aplicada a la hoja corresponde a la pre-
sion que equilibra la presidn negaliva o tension con la
cual el agua estaba retenida en ¢l interior del tallo antes
del corte (Fig. 2-4 C) (véasc Capitulo 4). La cAmara de
presion mide ¢l potencial matricial del apoplasto o pa-
red celular. El potencial matricial del apoplaste (1) es
similar al potencial hidrico (V) del simplasto adyacen-
tc, siempre que la resistencia al {lujo entre el simplasto
y apoplasto no sea grande y que la presion osmdtica ()
del agua apopldstica sea proxima a cero, es decir;
YW=P —n=1—1=x

o

[2-23]

siende P, la presion aplicada en la cimara de presion.
En la practica, la presidn osmdtica del agua apoptistica
¢s, ordinariamente, menor de .05 MPa, de tal manera
que:

VY =1 >P

I

[2-24]

Se ha demostrado que, cuando las céiulas en el tejido
alcanzan una presidn de turgencia de cero, P, se relacio-
na con ¢l agua celular de la siguiente manera:

I/P. = 1/m = (V. — V))RTN  [2-25]

<
siendo V, ¢l volumen hidrico simplastico en la hoja
turgente; V, el volumen de agua perdida en la hoja; R,
la constante universal de los gases; T, la temperatura en
"K y N, el nimero de moles de soluto en el simplasto.
Se supone que las células actiian como osmémetros
perfecios, y que el agua en ¢l apoplasto no cambia du-
rante la desecacion de la hoja.
Una venlaja de la técnica de la camara de presion es
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Figura 2-4. Diferentes métodos para la medida del potencial hidrico de la planta. A) Psicrometria. B) Sonda de presidn. C)
Carnara de presion (segun Taiz y Zeiger, 1991). (Adaptado de Azcon-Bieto y Taldn, 1993.)

que no sdlo mide rapidamente ¢l potencial hidrico, sino
que también se puede utilizar para medir la relacidn
presidn-volumen del tejido vegetal. Se ha demostrado
que si se aplica presion adicional a una hoja o rama por
encima de la presion de equilibrio inicial, se obtiene
liquido xilemidtico que se puede recoger para determi-
nar su volumen, Haciendo esto de una manera progresi-
va, se puede establecer una curva presion-volumen
(Fig. 2-5). Una vez que la presion de turgencia alcanza
alor cero, la representacion de 1/P en funcion de V se

hace lineal, como se indica en la ecuacién anterior. Es-
tas curvas posibilitan la determinacion de un amplio es-
pectro de pardmetros hidricos en los tejidos tales como
potenciales osmoticos, ajuste osmotico y propiedades
eldsticas.

Con algo de préctica, la cdmara de presion puede
constituir uno de los instrumentos disponibles mds
apropiados parda la investigacidn en relaciones hidri-
cas.
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1/P = 1/presidn de equilibric

CHR = Contenido hidrico relativo

A = 1/¥.)% = 1/potencial osmatico a plena turgencia

B = 1A = 1/potencial osmdtico a turgencia cero

€ = CHR"= Contenido hidrico relativo a turgencia cero
D =V, = Volumen hidrico simplastico

1/P

i
!
|
:
i ’ -
E{! E = W, = Potencial de presion
i
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CHR

Figura 2-5. Curva de presion-veolumen utilizada para determinar los componentes del potencial hidrico en plantas. Ei re-
cuadro representa los tipos de informacion de relaciones hidricas en tejidos que se pueden obtener a partir de la curva

presion-volumen (adaptado de Nilsen y Orcutt, 1996},

5.3. La sonda de presidon es el unico
instrumento que puede medir el estado
hidrico de células individuales

Los métodos convencionales, tales como la cidmara de
presién y los psicrémetros, determinan el potencial hi-
drico promedio del tejido completo, independientemen-
te de que existan diferentes tipos de células. Ademas,
dichos métodos requieren equilibrio del lujo hidrico en
el interior del tejido y suponen que las membranas ce-
lulares son idealmente semipermeables a los solutos.
En muchos casos, estas suposiciones no han sido com-
probadas, y esto puede provocar errores, (anto en la me-
dida como en la interpretacion de los resultados. Ade-
mas, la cimara de presién y los métodos psicrométricos
no son adecuados para medir la cinética del movimien-
to del agua ni para evaluar las cantidades de agua trans-
portadas en las difercntes vias de un tejido complejo.

En contraste con estos métodos, la téenica de la son-
da de presién permite determinar los pardmetros de re-
laciones hidricas a nivel celular. La sonda de presidn
(Fig. 2-4 B) consta de un microcapilar (diametro de la
punta: 2 a 7 pan) relleno con aceite de silicona y conec-
tado a una camara de presion pequefia que contiene un
sensor de presion.

Cuando el extremo del microcapilar se introduce en
la célula, la turgencia celular (‘) hace retroceder cl
aceite en el capilar, formando un menisco a nivel de la

intertaz cntre el jugo cclular y la capa de aceite. El me-
nisco se puede situar en un punto concreto mediante un
mecanismo manual o electrénico, y entonces se puede
climinar una determinada cantidad para modificar cl
volumen (V) y la turgencia celulares. Los cambios de
volumen celular (AV) se obtienen a partir del didmetro
del capilar y la distancia entre dos posiciones del me-
nisco, mientras que ¢l correspondiente cambio en la
presion (AP) se registra mediante el sensor de presion.
Cuando se conoce el volumen celular, se puede evaluar
el madulo de elasticidad («) scgin la ecuacidn 2-20.
Una dc las ventajas de la sonda de presion es que la
presion de turgencia se puede medir con gran exactitud.
Asimismo, la sonda de presidn se puede utilizar para
determinar el potencial hidrico de células individuales a
partir de medidas directas de la presion de turgencia
celular y del potencial osmético del jugo extraido.

6. MOVIMIENTO DEL AGUA

6.1. El movimiento del agua en el suelo
depende fundamentalmente de su
potencial matrico

El suelo es un sistema complejo que consta no sélo de
proporciones variables de particulas de roca y materia
organica que forman la matriz s6lida, sino también de
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la disolucidn del suelo y del aire que ocupa el espacio
poroso. El tamafio y la naturaleza quimica de las parti-
culas, en especial su carga eléctrica superficial y la ma-
nera en gue se disponen, determinan cudnto agua se
puede retencr en el suelo en contra de la accion de la
gravedad y con qué fuerza se retienc. Esta capacidad de
reiener ¢l agua es una manera de describir el potencial
hidrico del suelo y, como ya se mencioné anteriormen-
te, depende en especial de las fuerzas de interfaz, repre-
sentadas por el potencial métrico. Puesto que existe
poca variacion en la presion hidrostitica en las capas
superticiales del suelo (de tal modo que ‘¥, = presion
atmosférica = 0}, y se encuentran pocos solulos pre-
sentes (excepto en suelos salinos), 1a ecuacion [2-12]
se simplifica a;

[2-26]

Cuando un suelo estd totalmente mojado despuds de
haber drenado por gravedad, estado descrilo como ca-
pacidad de campo, su potencial hidrico es cero. No
obstante, a medida que el suelo se seca, bien por evapo-
racion en su superficie, o bien porque las raices absor-
ben agua, desciende el potencial mdtrico y ¢l potencial
hidrico se hace mds negativo. Esto se ilustra en la Figu-
ra 2-6 donde se representa la relacion entre el W del
suelo y el contenido hidrico. Se denomina porcentaje
de marchitez permanente el contenido hidrico del
suclo con el cual las plantas se marchitan. No obstante,
con independencia del tipo de suelo, el potencial hidri-
co en ¢l porcentaje de marchitez permancnte es relati-
vamente uniforme, aproximadamente — 1.5 MPa. Aun-
que existen algunas excepciones, la mayoria de las

-2.0

-1.8

Potencial matrico del suelo (MPa)

plantas son incapaces dc extraer cantidades importantes
de agua cuando el potencial hidrico del suclo se hace
inferior a — 1.5 MPa. En cierto modo, 1a capacidad de
campo s¢ puede considerar una propiedad del suelo,
mientras que el porcentaje de marchiiez permanente lo
es de la planta. Tradicionalmente se ha definido como
agua disponible la que exista entre la capacidad de
campo y ¢l porcentaje de marchitez permanente, Hay
que decir, no obstante, que en cste margen el agua no
estd uniformemente dispontble. En un suelo que se
secd, las plantas empezaran a mostrar signos de déficit
hidrico y reduccidn del crecimiento mucho antes de que
el potencial hidrico del suelo alcance el porcentaje de
marchitez permanente.

La Figura 2-6 también muestra ta gran diferencia que
existe entre un suelo arenoso y un suelo rico en arcilla,
tanto en la capacidad de retener agua como en el agua
disponiblc, diferencia que se refleja en la denominacidn
dada por jardincros y agricultores como «ligero» y «pe-
sado», respectivamente. En la capacidad de campo. la
arena contiene s&lo un tercio de la cantidad de agua que
posee la arcitla. Cuando tienen el mismo contenido hi-
drico, los suelos arcillosos poseen un potencial hidrico
muy inferior al de los arenosos.

6.2. El movimiento del agua en la planta esta
regido por gradientes de potencial
hidrico

Un aspecto general sobre el movimiento del agua en
plantas es que es un proceso totalmente «pasivos, No
existen bombas equivalentes a un corazon animal ni

Porcentaje de marchitez permanente

Capacidad de campo

70

Contenido de agua en el suelo {% peso seco)

Figura 2-6. Potenciales matricos de un suelo arenoso (o} v

otro arcilloso {®) en funcidn del contenido hidrico del suelo.



tampoco moléculas para el transporte activo primario o
secundario del agua. El transporte activo de moléculas
de seluto como, por ejemptlo, iones o azicares, puede
originar condiciones quc causan movimiento del agua:
pero esto se considera también como un proceso pasivo.
Pademos decir que, en general, existen dos tipos de mo-
vimiento del agua: flujo masivo y difusion. El flujo
masivo es ¢l movimiento de moléculas de agua y solu-
tos de manera conjunta y en una direccidn, debido a
diferencias de presion. Ejemplos de ello son ¢l flujo de
agua cn tuberias bajo gradiente de presidn, la corriente
de agua en un rio provocada por la accion de la grave-
dad, la subida de la savia en ¢l xilema de las plantas
provocada por la evaporacién del agua en la parte aérea
(véase Capitulo 4), o el transporte de aziicarcs y otros
asimilados ¢n los tubos cribosos del floema (véase Ca-
pitulo 5).

Por ¢l contrario, el movimiento del agua entre o ha-
cia las células vivas, o a través del suelo ticne lugar, de
ordinario, mediante difusién: en cste caso. las molécu-
las de agua se mueven en todas las direeciones, si bien
la mayoria de ellas en una direccién particular y, por
tanto, existe un flujo neto en esa direccién, De hecho, la
osmosis es un ejemplo de difusidn inducida por una di-
ferencia de potencial hidrico entre los dos lados de una
membrana provocada, normalmente, por diferencias
en la concentracién de solutos, La velocidad del movi-
miento de las moléculas de agua en eslado liquido me-
diante difusidn es la adecuada para realizar el trans-
porte en las cortas distancias (micras) que existen a
nivel celular.

En ¢l transporte a larga distancia hay que resaltar la
mayor importancia del tlujo masivo comparado con el
movimiento difusivo. Asi, por ¢cjemplo, sc ha estimado
que pequefias moléculas de solutos en disoluciones
acuosas requeririan unos ocho afos para difundirse en
una distancia de 1| m. Sin embargo, los solutos y el agua
transportada con ellos se pueden mover mediante flujo
masivo en ¢l xilema a razén de muchos metros por
hora.

Una de las razones quc ha conducido a una acepta-
cion generalizada de la determinacion del potencial hi-
drico ha sido el hecho de que el movimiento del agua en
la planta se presenta a lo largo de gradientes de dismi-
nucion de energfa libre, expresado de ordinario como
diferencias de W, El agua se mucve desde zonas de ma-
yor a otras de menor potcncial hidrico. En el interior de
la planta, ‘¥ es mds elevado en las raices, disminuyendo
progresivamente en el talle, observindose los valores
mas bajos en las hojas (Fig. 2-7).

Por tanto, si se mide ¢l Y en dos puntos de un sistema
{por ejemplo, entre suelo y planta. o entre raices y ho-
jas), la direccion del flujo y del gradiente que determina
los flujos se puede inferir facilmente.

Ademis del movimiento del agua entre la planta y su
ambiente, la difusion a lo largo de un gradiente de po-
tencial hidrico puede explicar también el movimicntlo
del agua cntre las células (Fig. 2-8). Células individua-
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W aire {22°C, 50% HR}
-100MPa

¥ hoja
-1 MPa a -4 MPa

W suelo
o —0.01 MPa
a-0.1 MPa

\
¢ Y raiz
~0.1 MPa a -0.51 MPa

Figura 2-7. Potencial hidrico en el sistema suelo-planta-
atmosfera. El valor mas negativo de ¥ se encuentra en la
atmosfera. En la planta existe un gradiente, siendo el po-
tencial mas negativo en las hojas y menos negativo en las
raices, donde W se aproxima al del suelo.

les en un tejido pueden cxperimentar diferentes valores
de ¥ y W, dependiendo de las circunstancias especifi-
cas de cada célula. No obstante. ¢l agua fluird a través
de la serie de células en tanto cn cuanto se mantenga un
gradiente continuo de potencial hidrico.

6.3. El concepto del continuo suelo-planta-
atmaosfera (SPAC) proporciona un
modelo util y unificado del flujo del agua
desde el suelo a la atmaésfera

Una contribucién importante al estudio de las relacio-
nes hidricas cn las plantas cs el tratamiento del movi-
miento del agua desde el suelo hacia las raices, a través
de la planta y hacia el aire, como una serie de procesos
estrechamente interrelacionados. Este concepto, cono-
cido como el continuo suelo-planta-atmasfera o SPAC
(Seil-Plant-Atmosphere Continuum), permite consi-
derar todos los aspectos de las relaciones hidricas al cs-
tudiar el balance hidrico de las plantas (véase Cupitu-
lo 4). El movimiento del agua en el sistema SPAC se
considera similar al flujo de electricidad en un sistema
conductor y, por tanto, se puede describir como un and-
logo a la ley de Ohm, es dccir,
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Vaso
xilematico
Y =-0.1

Gradiente decreciente de potencial hidrico

Direccion del flujo de agua

Figura 2-8. Diagrama donde se ilustran las contribuciones del potencial osmdtico (V¥,), potencial de presion (V) y
potencial hidrico () al movimiento del agua entre células. La direccion del movimiento del agua viene determinada
unicamente por el valor del potencial hidrico entre células adyacentes {adaptado de Hopkins, 1995). Los valores de ¥ se

expresan en MPa.

diferencia de V¥

Flujo = [2-27]

resistencia

Este concepto se puede aplicar al flujo en equilibrio
estable a través de la planta de la manera siguicnte:

F]Ui(} — }{J.\:uclu ‘{J','uil' _ \Pr;u} - Ll"lull(n _
‘ I I,
= Vo = W _ G = Qa0
s rh“jﬂ + rairt’

donde r,, T, y r, constituyen las resistencias en las par-
tes respectivas de la via y C corresponde a la concentra-
ci6n de vapor de agua.

El concepto del continuo proporciona una teorfa (til
y unificadora en la cual el movimicnto del agua a través
de suelo, raices, tallos y hojas, asi como su evaporacion
hacia el aire, se pueden estudiar en términos de las fuer-
zas motrices y las resistencias que actdan en cada seg-
mento. El concepto también es dtil para analizar la ma-
nera en que diversos factores del ambiente afectan al
movimiento del agua. Asi, por ejemplo. 1u sequia en el
suelo provoca tanto un aumenlto en la resistencia al flu-

Cuadro 2-1,

jo de agua hacia las raices como una disminucidn del
potencial hidrico (véase Capitulo 4); una aireacion defi-
ciente vy una disminucion de la temperatura del suelo
aumentan la resistencia al flujo de agua en fas raices, y
un aumento en la temperatura de la hoja y del aire in-
crementa la transpiracion al aumentar el gradiente de
concentracitn de vapor de agua o fuerza motriz desde
la hoja al aire (véanse Cuadro 2-1 y Capitulo 3). Asi-
mismo, el cierre de los cstomas aumenta la resistencia a
la difusion del vapor de agua fucra de las hojas.

El concepto del continuo también facilita el desarro-
llo de modelos del movimiento del agua, tal como el
gjemplo que se muestra en la Figura 2-9. Los modelos
pueden referirse tanto a estomas individuales como a
comunidades de darboles. Los investigadores en mode-
los esperan que, en el futuro, se podrd predecir el com-
portamiento de la planta para un amplio espectro de
condiciones ambientales.

No obstante, es importante resaltar que esta discu-
sion elemental sobre ¢l conceplo del continuo suelo-
planta-atmésfera constituye, por una serie de razones,
una simplificacidn excesiva. En primer lugar. supone la
existencia en la planta de condiciones de equilibrio es-
table, lo cual rara vez se da. Incluso, en una misma

Efecto del aumento de temperatura en {a concentracion de vapor de

agua en las hojas y gradiente de concentracion de vapor desde la hoja al aire para
una supuesta humedad relativa constante del 60%?

Temperatura ('C)
Parametro 10 20 30

Concentracién de vapor de agua en el tejido 9.41 17.31 30.40
(g-em™)

Concentracion de vapor de agua en el aire al 60 % 5.65 10.39 18.24
de humedad relativa (g-cm %)

Gradiente de concentracion de vapor de agua 376 6.92 12.16
(g-em™ %)

* Se supone que la concentracion de vapor de agua del tejido foliar corresponde a la concentracion de vapor
de agua a saturacion, pueste gue la disminucién provocada per los solutos celulares es sélo, aproximada-

mente, del 3 %.
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Figura 2-9. Via del flujo de agua en el continuo suelo-
planta-atmdodsfera (SPAC) que se describe wutilizande una
analogia con un circuito eléctrico. R se refiere a resistencia
y C, a capacitancia (adaptado de Jones, 1992).

planta, especialmente cuando se trata de arboles, el flu-
jo puede variar entre los diferenles segmentos del conti-
nuo, ya que las distintas zonas del dosel ¢stan sometidas
a diferentc régimen de radiacién y demanda cvaporati-
va. Por otra parte, el movimiento del agua en la fase
liquida es proporcional a la diferencia de potencial hi-
drico, mientras que el movimiento en la fase de vapor
es proporcional al gradiente de concentracién de vapor
de agua. Por dltimo, cn el caso de especies lefiosas, el
tronco lambién sirve como un complejo reservorio de
agua que es vaciado y rellenado tanto a to largo del dia
como en las dilerentes estaciones del afio. En este caso,
dicho almacenamiento de agua s¢ puede incorporar en
el andlogo eléctrico si se consideran los condensadores
como parte del sistema (Fig. 2-9).

Dada la coherencia que el concepto SPAC da a las
relaciones hidricas en plantas. lo incorporaremos tanto
al estudiar la transpiracion o pérdida de agua cn las
plantas (Capitulo 3) como al considerar 1a absorcidn v
transporte del agua (Capitulo 4).

RESUMEN

El agua es esencial para la supervivencia, el crecimien-
to y la actividad metabolica de las plantas. La estructura
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y propiedades del agua influyen en la estructura y pro-
piedades dc las proteinas, membranas, 4cidos nucleicos
y otros constiluyentes celulares. La cuantificacion apro-
piada del estado hidrico de las plantas depende de los
objetivos de la investigacion, pero los conceptos de
contenido hidrico rclative y potencial hidrico han resul-
tado ser los mas udtiles. Mientras que el contenido hidri-
co relativo deriva de la cantidad de agua en un tejido
comparada con la contenida en hidratacién completa, el
concepto de potencial hidrico se basa en la energia libre
del agua y consiguiente capacidad para predecir las di-
recciones del flujo a lo largo de gradientes decrecientes
de energia libre. E! potencial hidrico total comprende la
influencia de varios potenciales componentes, como
son los atribuibles a efectos de los solutos (potencial
osmotico), cfectos de la presion (potencial de presion o
de turgencia) y efectos de las superficies (potencial ma-
trico). Existen numerosos métodos para cuantificar el
potencial hidrico y sus compoenentes, sicndo los instru-
mentos mds empleados los psicrometros, la cdmara de
presion y la sonda de presion,

El movimienio del agua en las plantas estd regido por
gradientes de potencial hidrico. La integracién del con-
cepto de potencial hidrico con las vias de flujo corres-
pondicntes ha originado el concepto del continuo suelo-
planta-atmasfera, que constituye un modelo ttil y unifi-
cado del flujo de agua desde el suelo hasta la atmésfera.
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PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Una célula vegetal de epidermis de cebolla tiene un inter-
cambio neto nulo de agua con una solucion de CINa
0.164 M a 25 "C. Al estudiar la plasmdlisis incipiente
(50 % de células plasmolizadas), vemos que se presenta
en una selucidn de CINa 0.307 M, también a 23 “C. Cal-
cule los distintos componentes del potencial hidrico de la
c€lula en el estado inicial y al {final de la plasmdlisis.
Consideramos que el W es despreciable y que las mem-
branas no son permeables al ClNa.

2. Se deja que una hoja marchita que tiene un ¥ de — 1.5
MPa absorba agua hasta que su ¥ seade —0.5 MPa y su
¥ de -1.4 MPa. ;Cudl es el médulo de elasticidad, &,
para esa hoja?

3. ;Cudl es el gradiente de potencial hidrico existente entre

una hoja de castafio de indias que tiene un ¥ de —1.0
MPa y la atmdstera que le redea, si ésta tiene a 25 "C una
humedad relativa del 65 %7

4. En qué medida cl concepto de potencial hidrico ayuda a

los fisidlogos vegetales a explicar los movimientos del
agua?
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;Puede Ud. sugerir una funcion importante de la turgen-
cia en la planta?

(Es el potencial osmético o ¢l potencial de presién el que
tiene la funcién mds impertante en la regulacién del po-
tencial hidrico en las células vegetales?
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MOVIMIENTOS ESTOMATICOS

Y TRANSPIRACION

Manuel Sanchez-Diaz y Jone Aguirreolea

1. Introduccion. 2. Movimientos estomaticos. 3. Transpiracion.

1. INTRODUCCION

El proceso dominante cn las relaciones hidricas de una
planta es la absorcién de grandes cantidades de agua a
partir del suelo, su transporte a través de la misma y la
pérdida eventual de vapor de agua hacia la atmdsfera
circundante debida a la transpiracion. La consecuen-
cia de la transpiracion es especialmente evidente en los
cultivos, donde se pueden requerir varios centenares de
litros de agua para producir un kilogramo de materia
scca; con frecuencia, una transpiracidn excesiva origina
reducciones importantes en la productividad. De hecho,
la dificultad para desarrollarse debido a los déficit hi-
dricos producidos por la transpiracion es la causa prin-
cipal de pérdida econdémica y fracaso de muchos culti-
vos en el mundo. Por ¢ello, desde un punto de vista tanto
tedrico como practico, la transpiracion ¢s, sin duda, un
proceso de considerable importancia.

Este capitulo estudia el fendmeno de la transpiracion
asi como los movimientos estomaticos, ya que la pérdi-
da de agua a través de los estomas, o transpiracidn esto-
mitica, es el componente mayoritario de la transpira-
cion.

2. MOVIMIENTOS ESTOMATICOS

Las plantas terrestres se enfrentan con demandas opues-
tas. Por una parte, la atmésfera sc encuentra tan aleja-
da de la saturacidn de agua, que la planta corre peligro
de deshidratacién, a pesar de que la cuticula sirve
como barrera efectiva a la pérdida de agua. Por otra
parte, una barrera completa bloquearia el intercambio
de O, y CO,, que es esencial para la respiracion y foto-
sintesis,

La solucion funcional a este dilema es la regulacién
temporal de las aberturas estomaticas. Por la noche,
cuando no hay fotosintesis y, por tanto, no existe de-
manda por el CO, en el interior de la hoja, las aberturas
estomaticas se reducen. impidiéndose la pérdida inne-
cesaria de agua. Por la manana, cuando el suministro de
agua s abundante y la radiacion solar favorece la acti-
vidad fotosintética, la demanda por el CO, en el interior
de la hoja es grande, y los poros estomdticos estan muy
abiertos, disminuyendo la resistencia estomatica a la di-
fusion del CO,. En estas condiciones, la transpiracion
estomdtica también tiene un aspecto positivo. En pri-
mer lugar, origing la corriente transpiratoria que trans-
porta rdpidamente los nutricntes minerales desde las
rafces a las partes aéreas en crecimiento y, en segundo
lugar, enfria las hojas cuando el tiempo es caluroso, o la
luz, potente. Por tanto, cuando el agua es abundante, los
estomas pueden desempeiiar un papel importante en la
regulacién térmica. No obstante, en su conjunto, la
transpiracion es mas un mal necesario que una ventaja,
y la necesidad dc obtener CQO, entra en conflicto direc-
tamente con la neccsidad de conservar el agua. Muchas
plantas, especialmente en habitat secos, mantienen un
equilibrio precario entre «inanicidn» v desecacién vy,
asimismo, el riesgo de embolia en 4rboles requiere fre-
cuentemente una disminucion rdpida de la transpiracién
{véase Capitulo 4). Estas son las razones de por qué la
capacidad para abrir y cerrar los poros estomdticos es
esencial, y de por qué los estomas se consideran como
valvulas gobernadas por turgencia, que regulan el inter-
cambio de gases. Por tanto, los estomas desempefian un
papel vital en el mantenimiento de la homeostasis de la
planta, v de ahi la importancia de conocer, tanto la for-
ma en que los poros se abren y se cierran, como los
factores que controlan estos procesos.

31
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2.1. Los estomas son poros situados en la
superficie foliar que permiten el
intercambio de gases y cuyo diametro
varia por cambios en la turgencia
de las células oclusivas

Los estomas se encuentran en las partes aéreas de préc-
ticamente toda la flora terrestre, incluyendo csporofitos
de musgos, heleches, gimnospermas y angiospermas.
Aungque son mids frecuentes en las hojas, también se
presentan en otros tejidos verdes tales como tallos, fru-
tos y partes de inflorescencias (por ejemplo, aristas de
gramineas y sépalos de angiospcrmas). Tienden a ser
mds {recuentes cn la superlicie inlerior de las hojas v,
en algunas especies, especialmente de drboles, s6lo se
presentan en la epidermis inferior. Las hojas con csto-
mas cn ambas caras s¢ denominan anficstomalticas, y
las que los tienen restringidos a la epidermis inferior se
denominan hipocstomadticas.

El estoma consta de un poro rodeado de dos células
oclusivas o de guarda (Fig. 3-1) en forma de rifidn o, en

Células epidérmicas

Microfibrillas
de celulosa

Células oclugivas

a)

Microfibrillas
de celulosa

Céluias epidérmicas

Cétulas
acompanantes

Células oclusivas

by

Figura 3-1. Disposicion radial de las microfibrillas de celu-
losa en células oclusivas y epidérmicas de estormas en for-
ma arrifionada {a} y de tipo graminea {b) (segin Meidner y
Mansfield, 1968). (Adaptado de Azcén-Bieto y Talan, 1993.)

gramineas y ciperdceas, en forma de pesas de gimnasia.
En muchas especies, los estomas poseen estructuras pro-
tectoras especiales, o el poro estd parcialmente ocluido
por ceras que contribuycn a aumentar la resistencia dilu-
siva. Tanto la frecuencia como el tamafo pueden variar
en funcion de la posicion foliar vy las condiciones de
crecimiento e, incluso, dentro de una misma especie
puede existir un gran componcentc genético de variacidn
entre diferentes cultivares o ecotipos.

Los movimientos estomdticos dependen de cambios
en la presién de turgencia, tanto dc las células oclusi-
vas como de las células epidérmicas adyacentes. Estas
altimas a veces se modifican para formar células acom-
pariantes diferentes. Al conjunto de células oclusivas y
acompaiantes se le denomina aparatoe estomatico. Los
cambios de turgencia pueden resultar bien de una modi-
ficacién en el potencial hidrico (V) de las cétulas oclu-
sivas (mecanismo hidropasivo), o bien de cambios
activos cn ¢l polencial osmético () (mecanismo hi-
droactivo). Ambos mecanismos conllevan movimiento
del agua hacia dentro o fuera de las ¢élulas oclusivas. El
didmetro del poro estomatico depende de la forma de
las células oclusivas que, a su vez, ¢s funcion de las
propiedades de las paredes celulares y de su turgencia,
en relacidn con la turgencia de las células circundantes.

Los cambios en el tamafio del poro se presentan
como consecuencia de ciertas propiedades peculiares
de las células oclusivas:

a) Pucden alterar rdpida y reversiblemente su tur-
gencia (es decir, su contenido hidrico) y, a medida
gue esto sucede, cambia ¢l volumen de la célula.

b) La forma dc la célula oclusiva, a turgencia cle-
vada y baja, depende de las propiedades de la
parcd. Las microfibrillas de celulosa sc dispo-
nen en las paredes de las células oclusivas de
forma que la pared interna (préxima al poro) es
menos elastica, en sentido longitudinal, que la
pared externa. Esto se debe, fundamentalmente,
a la orientacidon de las microfibrillas, pero tam-
bién a que, con frecuencia, la pared interna se
halla engrosada. Dc esta manera, cuando aumen-
tan la turgencia y el volumen celular, la pared
externa se alarga mds que la pared interna y las
células oclusivas adquieren forma de arco (poros
«abiertos»); cuando disminuye la turgencia, las
células estdn mds 0 menos rectas (Poros «cerrd-
dos») (Fig. 3-1),

¢) El arqueado de las células oclusivas se produce
porque alcanzan un mayor conicnido de solutos
y. por tanto, una mayor turgencia que las células
epidérmicas circundantes. Los estudios efectua-
dos sobre mecanismos estomaticos han demos-
trado que, en muchos casos, las células acompa-
flantes poseen una ventaja mecdnica sobre las
oclusivas, de tal modo, guec aumentos iguales de
presion en las células oclusivas v acompafiantes
provocan el cierre estomatico. Esto implica que



el cierre no se puede presentar como una simple
respuesta hidrdulica a la disminucion del estado
hidrico de ta hoja y que, normalmente, todos los
movimientos estomdticos son consecuencia de
Un proceso activo.

d)y Normalmente, las células oclusivas difieren del
resto de las células adyacentes ¢n otras caracte-
risticas: no cstan comunicadas con las células
adyacentes por medio de plasmodesmos y, por
lo general, los cloroplastos son menos frecuen-
tes, mas pequcfios v de diferente morfologia que
los de las células del mesofito. St se observa al
microscopio una tira de epidermis foliar, las cé-
lulas oclusrvas suelen ser las Unicas células ver-
des presentes.

No obstante, a pesar de esta presencia generalizada
de cloroplastos en las células oclusivas, no se ha confir-
mado que la reduecion fotosintética del carbono parti-
cipe directamente en el mecanismo de abertura esto-
matica. Sin embargo, es bustante probable que lu
fotofosforilacién vy la reduccion de NADP ™ proporcio-
nen energia para la abertura cstomatica, Algunas orqui-
deas del género Paphiopediium son peculiares, en ¢l
sentido de que sus células oclusivas carecen de clorofi-
la, si bien sus estomas son funcionales. Como se puede
observar, las c¢élulas oclusivas son células epidérmicas
muy cspectalizadas y el problema de cdmo los estomas
cambian de tamano, se reduce a la cuestion de como las
células oclusivas cambian de turgencia relativa, siecndo
todo ello consccuencia de cambios activos en su poten-
cial osmético.

A medida que el estoma se abre, exisle un aumento
masivo del contenido en soluos de sus células oclusivas
(de 1.8 a 7.2 pmol en hojas de Vicia faba). La disminu-
cion del potencial osmdético conlleva una emigracion rd-
pida de iones especificos hacia las células oclusivas,
procedentes del tejido y paredes celulares (apoplasto)
circundantes. Sin excepeidn, el cation dominante es el
K", aunque en haldfitas. también pueden participar
iones Na*.

El fendmeno clave que conduce a la absorcién de K*
es el bombeo activo de protones hacia fucra de las célu-
las oclusivas, mediante una ATP hidrolasa proténica
(H"-ATPasa) ligada a membrana. El gradiente elec-
troquimico que se desarrolla a través de las membranas
(véase Capitulo 7) de las células oclusivas, como conse-
cuencia de la salida de protoncs. permite la difusidn pa-
siva de iones potasio hacia el interior, a lo largo de un
gradiente de carga eléctrica. De esta manera, la absor-
cion de K™ es un proceso activo secundario, es decir,
un proceso pasivo que depende direciamente de un pro-
ceso activo, y sc presenta a través de canales muy selec-
tivos para el K* en el plasmalema, que se abren a medi-
da que los polenciales de membrana se hacen mis
negativos.

Haciendo un andlisis mas detallado, los protones de-
rivados del agua salen de las células oclusivas, quedan-
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deo en el interior iones hidroxilo (OH ™), de tal modo
que, a medida que disminuye el pH externo, aumentan
el pH intracelular y el potencial de membrana (mds ne-
gativo en el interior de la célula), lo cual conduce a una
entrada de K* (Fig. 3-2). No obstante, esto no puede
continuar mucho tiempo; los iones OH™ no sirven
como anidn de equilibrio a largo plazo con el catién
K™, ya que el pH intracelular estd estrictamente contro-
lado y, por tanto, deben existir otros aniones que lo
equilibren. Cuando los estomas se abren, los niveles de
Cl” suben considerablemente, aungue no tanto como
los nivetes de K ' La absorcion de cloruros por parte de
las células oclusivas también tiene lugar a través de
cambios cspecificos, pero no es provocada per un gra-
diente eléctrico (que favoreceria la salida de C17), sino
por un gradicnte de pH. El mecanismo preciso no se
conoce atin, pero en la Figura 3-2 se ilustran dos posibi-
lidades: que el C1™ se intercambie concl OH™, o que la
cntrada esté ligada a la absorcidn de protones (co-trans-
porte con H' ). No obstante, rara vez es el C1~ ¢l anién
mads importante que equilibre el K. Normaimente esta
funcion la cumple el anién organico malato, que deriva
del dcido malico (Fig. 3-2), cuya sintesis se asocia a la
abertura estomdtica dc una manera muy peculiar: a
medida que aumenta el pH intracelular, se activa la
enzimi PEP-carboxilasa. Esta enzima fija CO, para
producir dcido oxalacético, que sc puede reducir a 4ci-
do madlico (de la misma manera que en las plantas C,)
{véase Capitulo 12). El dcido mdlico se joniza al pH
dominante, proporcionando no s0lo aniones que equili-
bran el K™, sino también iones hidrégeno para la bom-
ba proténica. Alternativamente, el malato es generado
en las células oclusivas a partir de hidratos de carbono
almacenados, tales como el almiddn, aunque en espe-
cies de Allium (que carccen de almidon en sus células
oclusivas), los iones C17 proporcionan ¢l contraidén
parael K'.

Segtin el modelo quimiosmdtico, ¢l estoma se cierra
cuando la bomba protdnica se desconecta. Con tal de
que sus canales cspecificos permanczcan abiertos, el
K* yel C1™ se mueve pasivamente fuera de las células
oclusivas, a lo largo de gradientes electroquimicos.
Algo de malato se puede metabolizar en las células
oclusivas, pero también se tiene constancia de que du-
rante el cierre hay salida de malato. No obstante. hay
que decir, que el cierre estomatico no sdlo depende de
la pérdida pasiva de iones, sino que también constituye
un proceso metabélico activo.

Una cuestién importante y muy debatida se retiere a
la fuente energética para la abertura estomatica, es de-
cir, ¢de dénde procede el ATP que alimenta la bomba
protdnica?; todo hace pensar que existen dos y, posible-
mente, tres fuentes separadas de ATP, que se utilizan en
diferente grado, en distintas ocasiones. Una es la foto-
fosforilacidn por parte de los cloroplastos, que funciona
a intensidades luminosas medias a clevadas (véase Ca-
pitulo 10}; otra es la fostorilacion oxidativa (respira-
cién) (véase Capitulo 14), que puede actuar en oscuri-
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Movimiento de iones y metabolismo en las células oclusivas durante la abertura y el cierre estomaticos (segun

Ridge, 1991). (Adaptado de Azcon-Bieto y Talon, 1993.)

dad; y una tercera (cuya existencia ¢s aln incierta) es
un fotosistema accionado por la luz azul y muy separa-
do de la fotosintesis, que podria funcionar a niveles de
intensidad luminosa baja, tal como ocurre en la sombra
0 al amanecer. Existe una fitotoxina, la fusicoccina, que
es un terpenoide preducido por el hongo Fusicoccum
amygdali, que activa fuertemente la ATPasa de la
membrana en todo tipo de vegetales. Su toxicidad se
basa en que al activar constanicmente la ATPasa de los
estomas, éslos permanceen abicrtos y la planta picrde
excesiva agua. Se han hecho andlisis minuciosos de los
costes energélicos para el mantenimiento de las células
oclusivas, y para los cambios en la abertura estomadtica,
pero se sabe poco sobre los procesos que relacionan los
mecanismos de percepcidn de estimulos (por ejemplo,
el fotosisterna de la luz azul) y la provisién de energia
para realizar cambios ¢n la turgencia de las células
oclusivas.

2,2, El control estomatico equilibra dos
requisitos contrapuestos: conservacion
de agua y obtencion de CO, para
la fotosintesis

Los estomas proporcionan a las plantas un mecanismo
fundamental para adaptarse a un ambiepte continua-
mente cambiante (véase Capitulo 13), permitiendo el
intercambio fisico activo entre las partes aéreas de la
planta y la atmésfera. Puesto que el papel mds notable

de los estomas es la regulacion de la pérdida de agua
(transpiracion) y la absorcidn de CO, (asimilacion loto-
sintética del carbono), el estudio de los factores que
controlan la abertura estomadtica lo vamos a analizar,
escncialmente. en relacidn con el requerimiento de CO,
y la conservacion del agua.

2.2.1. Laluz y la concentracidn intercelular
de CO, controlan la abertura estomatica
en relacicn con la demanda

fotosintética de CO,

Bajas concentraciones de CQ, intercelular (C)) esti-
mulan la abertura estomatica, y viceversa. Los estomas
responden al CO, tanto con luz como en la oscuridad vy,
por tanto, la respuesta no puede depender dnicamente
de la fotosintesis. Sin embargo, la manera en que el
CO, provoca los movimicntos estomdticos estd todavia
por resolver. Una hipdtesis sugiere que, debido a que ¢l
CO, es fijado (via PEP-carboxilasa) en las células oclu-
sivas en forma de dcido mailico, el nivel de uno o ambos
de los productos de disociacidn, malato e iones H * (es
decir, el pH citoplasmdtico), refleja el nivel de CO,, ¢
influye en la permeabilidad de las membranas o en cl
desnivel del gradiente de protones. Otra hipdtesis su-
giere que, en presencia de luz, el CO, afecta al grado de
fototosforilacién y al suministro de ATP para el bom-
beo de protones.

El valor de C. se mantiene sorprendentemente cons-



tante (alrededor de 230 ppm en especies C, y 130 ppm
en especies C,) para un amplio espectro de condiciones
y tasas fotosintéticas. Esto ocurre asi siempre que la
conductancia cslomatica varie en proporcidn con ia tasa
de asimilacion, y ha llevado a sugerir que una sefial pro-
cedente del mesdfilo controlaria Ia abertura estomatica.
Sin embargo, no existe un mecanismo que exphque di-
cha hipotesis y. ademds, el descubrimiento de la exis-
tencia de heterogeneidad en la conductancia estomadtica
(véase apartado 2.2.3) ha puesto en duda el concepto de
la existencia de un valor constante de C;

La abertura estomdtica es estimulada por la luz de
dos formas diferentes. En primer lugar, la radiacidén fo-
tosintélicamente activa (PAR) inicia la fotosintesis, dis-
minuyendo el CO, intercelular y, por tanto, estimulan-
do la abertura estomitica. Este efecto indirecto de la luz
sc considera importante en las plantas C,, pero no en
las C;. Estas dltimas estdn muy influidas por ¢l scgundo
efecto de la luz, que funciona directamente sobre las
células oclusivas y es independiente de la concentra-
cién de CO,.

De nuevo, no existe acuerdo sobre la manera ¢n que
actda la luz, pero la hipdtesis mas sencilla es que pro-
porciona ATP para el funcionamiento de las bombas de
protones. Ademas, hay que considerar la participacion
de dos sistemas diferentes para la absorcién de luz; uno
es el sistema clorotilico ordinario de los cloroplastos
(fotosistema PAR), y ¢l otro es un sistema que absorbe
la luz azul, basado en un pigmento (probablemente del
tipo flavina) unido a la membrana, en el interior de los
cloroplastos. Parece ser que el fotosistema PAR domi-
na a irradiancias medias a elevadas y suministra ATP
mediante  fotofosforilacién  siendo,  aparentemente,
esencial para una abertura muy amplia a la luz. El fote-
sistema de la luz azul no estimula tal abertura estoma-
tica amplia, y se satura a irradiancias muy bajas; se en-
cuentra presente en gramineas (con células oclusivas en
forma de pesas de gimnasia), pero no en especies con
células oclusivas en forma arrifionada; se ha sugerido
que este sistema es responsable de la abertura ripida de
los estomas al amanecer. En orquideas del género Pa-
phiopedilum, que se desarrollan en hdbitat muy som-
brios, las células oclusivas de forma arrifionada carecen
de cloroplastos y, al parecer, su respuesta a la luz estd
mediada, en gran parte, por el foiosistema de la luz
azul. Respuestas rapidas de los estomas a la luz antici-
pan la demanda fotosintética de CO, vy pueden descri-
birse, por tanto, como respuestas de «antealimenta-
cidn» (circuito abierto).

Aungue en la mayoria de las plantas los estomas se
abren en presencia de la luz y se cierran en la oscuridad,
ocurre lo contrario en plantas que poseen la via fotosin-
tética del metabolismo acido de las Crasuldceas (CAM)
{véase Capitulo 12). En esas plantas, la abertura méxi-
ma tiene lugar en la oscuridad, especialmente al co-
mienzo del periodo nocturno. En este caso, se contra-
rrestan completamente las respuestas normales a la luz,
pero el CO, y la humedad contindan siendo reguladores
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estomdticos importantes. Durante la noche, se produce
la fijacion y ¢l almacenamiento (como dcido malico va-
cuelar) de CO, v, por tanto, la C, serd baja, estimuldn-
dose la abertura estomatica. Durante el dia, cuando sc
libera acido malico procedente de las vacuolas y, poste-
riormente, se descarboxila para dar CO,, los niveles
elevados de CO, interno estimularan el cierre estométi-
co. La elevada humedad atmosférica nocturna también
tiende a estimular la abertura estomdtica contribuyendo
al ajuste fino de los movimientos estomaticos.

2.2.2. Por lo menos tres sefales, la diferencia
de presion de vapor entre la hoja y el
aire, los niveles de dcido abscisico en el
apoplasto foliar y alguna senal no bien
conocida procedente de las rafces,
controfan la abertura estomatica en

relacion con el suministro de agua

En la Figura 3-3 se muestran los tipos de comporta-
miento estomdtico que normalmenie se presentan en
condiciones de sequia o cuando las tasas transpiratorias
superan el suministro de agua a las raices. El modelo
con dos maximos (curva superior de la Fig. 3-3), con
cierre estomadtico parcial o completo al mediodia, es
muy corriente en drboles. El dosel de un bosque puede
llegar a transpirar una cantidad considerable de agua,
especialmente si el aire estd seco y la temperatura es
clevada. En estos casos, el cierre estomatico al medio-
dia puede impedir la embolia v la cavitacion (véase
Capitulo 4, apartados 3.4 y 3.5). Muchas plantas herba-
ceas que se desarrollan en habitats estacionalmente se-
cos también muestran este modelo con dos médximos al
comienzo de la estacion seca. No obstante, al final de la
misma, cuando el suelo estd més seco, los estomas sé6lo
s¢ abren por la mailana, se observa una curva con un
s0lo maximo vy la abertura estomdtica durante este md-
ximo ¢s menor al final que al comienzo de la estacion.

Se pueden plantear dos interrogantes: ;qué sefial(es)

Dia tipico,

planta tipica Algunas plantas

Dia nublado

Suelo muy
5eco

24.00 12.00 24.00

Figura 3-3. Respuesta estomatica a diversas condiciones
ambientales {segun Salisbury y Ross, 1994). (Adaptado de
Azcon-Bieto y Taldn, 1993.)
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contrarresta(n) la baja concentracién de CQ, y la eleva-
da intensidad luminosa que existen al mediodia, e indu-
ce(n) el cierre estomatico?, ;jpor qué, ordinariamente,
los estomas se abren menos si el suelo estd seco?

Con respecto al cierre estomatico al mediodia, parece
estar controlado por el ambiente ¢xterno, principalmen-
te la humedad relativa del aire y, en cierto grado, la
temperatura foliar. Se sabe que los estomas de mu-
chas especies se cierran en respuesta a un aumento en la
diferencia de presion de vapor entre la hoja y el aire. La
magnitud de esta respuesta depende de la especie, de las
condiciones de crecimiento y, especialmente, del esta-
do hidrico de la planta, siendo menor la respuesta a tem-
peratura elevada o en plantas sometidas a sequia. No estd
claro todavia como la humedad relativa ejerce este efec-
to, pero una hipdtesis es que afecta a la tasa de pérdida de
agua a través de la cuticula y, por tanto, a la turgencia de
la epidermis, desencadendndose por ello el cierre esto-
mdtico. Debido a que la respuesta a la humedad es previa
a cualquier cambio en el estado hidrico de la hoja, se
considera, al igual que en el caso de la luz, como una
respuesta de «antealimentacién» (circuilo abierto).

La senal procedente de la hoja que provoca el cierre
estomdtico en caso de déficit hidrico es el inhibidor del
crecimiento dcido abscisico (ABA) (véase Capitulo
22). Su sistema de control es bastante peculiar. Las ho-
jas e, incluso, la epidermis superior ¢ inferior de una
misma hoja pueden variar su sensibilidad al ABA.
Cuando las hojas se marchitan (turgencia cero), se de-
sencadena la sintesis de ABA ¢n los cloroplastos de las
c€lulas el mesofilo. En un primer momento, esto no tie-
ne efecto sobre los estomas, pero al cabo de varios ci-
clos de marchitamiento y recuperacién, los niveles de
ABA aumentan y, al final, una caida de la turgencia
foliar (no necesariamente hasta el porcentaje de mar-
chitez) provoca la liberacién del ABA almacenado en
las paredes celulares (apoplasto). El ABA puede trans-
portarse hasta la plasmalema de las células oclusivas en
las que, incluso en cantidades minimas, afecta al bom-
beo de iones y provoca el cierre estomatico. En este
caso, ei papel del ABA parece ser verdaderamente hor-
monal. A medida que la hoja sc rehidrata, se degrada el
ABA apoplastico.

En los dltimos afios, ademis de conocerse mejor ¢l
papel del ABA en la regulacién del consumo de agua
por la planta, se ha avanzado considerablemente en ¢l
conocimiento de su mecanismo de accién a nivel celu-
lar. Se ha demostrado que el cieire estomatico inducido
por la oscuridad o por el ABA depende del suministro
de iones calcio. Muchas hormonas animales utilizan
mensajeros secundarios a nivel celular, y parece ser
que los iones calcio pueden tener esta funcién con res-
pecto al ABA. Asimismo, se ha visto que la proteina
calmodulina, que liga iones calcio, también estd pre-
sente en las células oclusivas y puede participar en la
regulacion de la abertura estomadtica. El tratamiento de
tiras epidérmicas con inhibidores de la calmodulina
provoca un aumento de la abertura estomdtica. Por otra

parte, se sabe que en las plantas las ATPasa célcicas
estan reguladas por el calcio y la calmodulina, si bien
no s¢ ha estudiado suficientemente su funcidn en las
células oclusivas.

Como se ha indicado anteriormente, los estomas
tienden a cerrarse con la disminucidn del potencial hi-
drico foliar. El cierre se produce para un amplio espec-
tro de W y esta retacién se puede modificar por la ex-
posicidn a un estrés previo o por la velocidad de
desecacion. No obstante, la conductancia estomatica
es relativamente insensible a la fluctuacién diaria del
' esta respuesta es la que cabe esperar si suponemos
que, durante el dia, es la conductancia estomitica la que
controla el potencial hidrico foliar (mediante una alte-
racion de la tasa transpiratoria), mds bien que al revés,

Aunque se ha comprobado que los estomas respon-
den al estado hidrico foliar a través de efectos sobre la
acumulacion activa de solutos en las células oclusivas
(véase apartado 2.1), varios estudios han puesto de ma-
nifiesto que la respuesta estomatica a la sequia edéfica
puede ecstar controlada por otros factores. Asi, por
ejemplo, cuando se modificd el estado hidrico foliar de
plantas de Helianthus annuus y Nerium oleander, alte-
rando la transpiracion mediante cambios en la humedad
atmosférica, se encontré que la conductancia foliar es-
taba mas relacionada con el estado hidrico del suelo que
con el de la hoja. Esta hip6tesis se ha comprobado tam-
bién presurizando el sistema radical hasta alcanzar pre-
sion cero en el xilema (células foliares turgentes) v, al
mismo tiempo, dejando secar el suelo. De nuevo, la
conductancia foliar parece respender mejor al conteni-
de hidrico del suele que a la turgencia foliar.

Por otra parte, si bien se ha observado que la conduc-
tancia estomadtica estd mejor relacionada con W que
con P, es muy posible que dicha relacidn sea indirecta
v que se realice a través de un efecto sobre el bombeo
de 1ones en las células oclusivas. Finalmente, otro he-
cho obscrvado normalmente es que, cuando una planta
se riega después de un periodo de sequia, los estomas
pueden tardar varios dias en recuperarse (dependiendo
de la intensidad y duracion del estrés), a pesar de que el
potencial hidrico foliar se recupere rdpidamente.

2.2.3. La heterogeneidad de la conductancia
estomdtica, fa temperatura y ofros
factores también afectan a la abertura

estomatica

Heterogeneidad de la conductancia estomatica. Es-
tudios realizados sobre el efecto de la aplicacion de
ABA en hojas sugirieron que no tenia accion inhibidora
directa sobre la fotosintesis, aunque la supresién de la
abertura estomdtica podia ejercer un efecto indirecto, al
restringir la difusion de CO,. Ulteriores andlisis de la
relacion existente entre tasas de fotosintesis y concen-
tracién de CO, intercelular (C)), en hojas a las que se
habia suministrado ABA exdgeno para provocar cierre



estomdtico, sugerian que C; permanccia constante o, in-
cluso, aumentaba. Estos resultados no dejaban de ser
sorprendentes, ya que lo 16gico hubiese sido que C,; dis-
minuyera a medida que los estomas se cerraban. Al no
ser asi, se dedujo que la exposicion breve al ABA podia
tener efecto inhibidor directo sobre la totosintesis, inde-
pendientemente del cierre estomaético,

Actualmente, se sabe que la contradiceidon aparente
es consecuencia de los errores que surgen cuando se
utiliza el método convencional de estimar C, a partir de
los datos de intercambio gaseoso. La tasa transpirato-
ria se calcula como un promedio para toda la superficie
foliar (véanse apartados 3.1 y 3.2); esto proporciona la
base para estimar la conductancia total de la hoja al va-
por de agua (g,). A partir de csc valor s¢ calcula la
relacion:

C=C, —16A/g,

i u [371]
siendo C,, la concentracion de CO, en el aire exterior a
lahoja v A, la tasa de asimilacion neta de CO, (véase
también Capitulo 13).

No obstante, este método de estimar C, resulta inco-
rrecto si el comportamiento de los estomas no es unifor-
me en las diferentes partes de la hoja, obtemiéndose va-
lores superiores a los reales y dando la impresidon de que
la fotosintesis disminuye més de lo que se podria atri-
buir al cierre estomdtico. Estudios hechos con hojas
cortadas de Vitis vinifera y Helianthus annuus, a las que
se les suministraba ABA a través del peciolo, han de-
mostrado que el cierre estomdtico se produce de forma
heterogénea. Lo mismo se ha observado al inducir el
aumento de ABA enddgeno mediante sequia edédfica en
especies de Viris vinifera, Nerium oleander y Eucalip-
tus ficifolia, explicAndose asi la aparente inhibicidén no
estomadtica de la fotosintesis mediante el ABA. No obs-
tante, cn el caso de Medicago sativa, se ha observado
que cuando el estrés hidrico se impone de mancra cicli-
ca, la actividad de la ribulosa-1,5-bisfostato carboxila-
sa-oxigenasa (rubisco) disminuye considerablemente, y
la limitacion estomadtica de la fotosintesis solo es del
15 %. Vemos, por tanto, quc la limitacion estomatica de
la fotosintesis depende de la especie y de la forma de
imponer el déficit hidrico. Ahora bien, ; por qué respon-
den los estomas de esa manera tan poco uniforme? En
muchas hojas, la red de haces vasculares provoca el ais-
lamiento de zonas de espacios intercelulares y existe
una restriccion en la difusidn lateral de CO, entre di-
chas zonas. Se cree que las hojas con tal anatomia {«he-
terobdrica») son proclives al cicrre eslomatico no uni-
forme, mientras que esto no ocurre en aquellas que
poseen espacios intercelulares bien conectados («ho-
mobdricas»), que proporcionan elevada movilidad ga-
se0sa.

La heterogeneidad del cierre estomitico conduci-
ria no sdlo a variaciones en la C, sino, también, a dife-
rencias importantes en el metabolismo del carbono, re-
sultantes de cambios en la fijacién del CO, y en la
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fotorrespiracion. Un grado elevado de heterogeneidad
probablemente conlleva una ineficiencia en ¢l funcio-
namiento de la hoja, que habria que considerar en rela-
¢16n con la productividad vegetal. Por todo ello, 1a hete-
rogeneidad del comportamiento estomdtico es un
aspecto que merece una investigacion mds detallada.

Temperatura y otros factores. Muchos estudios so-
bre las respuestas estomiticas a la temperatura han
dado resultados contradictorios. A menudo, el efecto de
la temperatura se confunde con el efecto de variaciones
en la diferencia de presion de vapor entre la hoja y el
gire. Por tanto, es necesario efectuar estudios de res-
puesta a la temperatura en condiciones constantes de
déficit de presidn de vapor. En general, los estomas
tienden a abrirse a medida que aumenta la temperatura,
No obstante, la magnitud de la respuesta depende de la
presion dc vapor.

Por dltimo, la abertura estomdtica también depende
de otros muchos factores tales como edad foliar, nutri-
cion y enfermedades, as{ como de la influencia de con-
taminantes gaseosos tales como el O,, el SO, y los dxi-
dos de nitrégeno, probablemente debido a sus efectos
sobre la integridad de Jas membranas.

En la Figura 3-4 se resumen los factores mds impor-
tantes que controlan la abertura estomadtica.

3. TRANSPIRACION

Se define la transpiracion como la pérdida de agua en la
planta en forma de vapor. Aunque una pequefia canti-
dad del vapor de agua se puede perder a través de aber-
turas pequefias (denominadas lenticelas) en la corteza
del tallo y ramas jévenes, la mayor proporcién (mas del
90 %) se escapa por las hojas. En realidad, ¢l proceso de
la (ranspiracion cstd muy ligado a la anatomia (Fig.
3-5). Las superficies externas de una hoja tipica de
planta vascular estin recubiertas de un depdsito céreo
dispuesto en varias capas, denominado cuticula. El
componenie principal de la cuticula es la cutina, un po-
limero heterogéneo de dcidos grasos hidroxilados de
cadena larga (tipicamente, 16 ¢ 18 carbonos). La for-
macién de ésteres entre grupos hidroxilos y carboxilos
de dcidos grasos proximos forma un entramado, origi-
nando una extensa red de polimeros.

La red de cutina se¢ halla inmersa en una matriz de
ceras cuticulares, que son mezclas complejas de hidro-
carburos de cadena larga (hasta 37 dtomos de carbono),
alcoholes, aldehidos v cetonas. Debido a que las ceras
cuticulares son muy hidréfobas, ofrecen una resistencia
muy e¢levada a la difusidn, tanto de agua liquida como
de vapor de agua procedente de las células subyacentes.
Por tanto, la cuticula sirve para restringir la evapora-
cion del agua de las superficies externas de las células
epidérmicas foliares, y protege tanto las células epidér-
micas como las del meséfilo subyacente de una poten-
cial desecacion letal.
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Figura 3-4. Factores gue controlan la conductancia esto-
matica. PAR, radiacion fotosintéticamente activa; T, tem-
peratura foliar; C, y e,, concentracién atmosférica de CO, y
presion de vapor de agua, respectivamente {segun Ras-
chke, 1979}. (Adaptado de Azcon-Bieto y Talon, 1993.)

La integridad de la epidermis y de la cuticula que la
recubre es interrumpida por los estomas. El interior de
la hoja estd constituido por células {otosintéticas del
mesdfilo; la disposicién algo dispersa de esta células
origina un sistema interconectado de espacios aéreos
intercelulares. Este sistema puede llegar a ser muy ex-
tenso, constituyendo en algunos cases hasta un 70 % del
volumen foliar total.

Los sitios de evaporacion estan localizados tanto en
las cavidades sub-estomaticas, sobre todo en la pared
epidérmica interna préxima al poro estomdtico, como
en las paredes celulares externas de las células epidér-

micas, siempre que no cxista un engrosamiento secun-
dario importante (Fig. 3-6). Esio se ha deducido a la
vista de la gran diferencia de densidad de vapor creada
entre estos puntos, asi como por la diferente suberiza-
cion de las paredes de las células del mesdfilo.

Una superficie mojada, expuesta al aire, cede tanlo
mds vapor de agua por unidad de tiempo y drea cuanto
mayor sea el gradiente de presion de vapor entre la
superficie y el aire. Por otra parte. la radiacion intensa
calienta la superficic foliar lo que origina un gradiente
de presion de vapor mds acusado. Por tanto, las propie-
dades radiativas de la hoja (especialmente su atbedo)
desempeiian un papel esencial en la evaporacién del
agua en el meséfilo. La transpiracion y el movimienio
del agua a través de la planta se presentan incluso, en
condiciones de humedad elevada. cuando el aire esta
saturado con vapor de agua. :

Alo largo de la vida de una planta, aproximadamente
un 95 % del agua absorbida pasa simplemente a través
de ella y se pierde por transcripcién. No obstante, hay
que decir también que la evaporacion del agua en las
hojas proporciona la mayor parte dc la energia para cl
movimiento del agua, dado que establece el gradientc
de potencial hidrico (Capitulos 2 y 4).

3.1. El vapor de agua fluye de la hoja a la
atmosfera mediante difusion a través

de los estomas

La transpiracion se puede considerar como un proceso
de difusién (véase Capitule 2). Su intensidad depende
tanto del suministro de energia para vaporizar el agua.
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Figura 3-5. Ruta del agua a través de la hoja. El agua fluye desde el xilema hacia las paredes celulares del mesofilo, donde

se evapora en los espacios aéreos en el interior de |a hoja. El vapor de agua se mueve por difusion a través del espacio aéreo

hacia el poro estomaético, y atraviesa la capa limite de aire en contacto con la superficie de la hoja. El CO, también difunde
hacia la hoja a través del estoma, segun un gradiente de concentracion (adaptado de Taiz y Zeiger, 1991).



Figura 3-6. Representacion de los trayectos del flujo de
vapor de agua entre los espacios aéreos de la hoja vy la
atmosfera exterior; cs, cavidad subestomdtica; m, celulas
del mesdfilo; se, principales sitios de evaporacidn; o, célu-
la oclusiva; vd, via de difusién hacia el exterior; cp, co-
rriente principal del agua liquida {segun Meidner y Sheriff,
1976) {adaptado de Azcon-Bieto y Taldn, 1993).

como del gradiente de concentracidn o presion de vapor
y la magnitud de las resistencias. La (uerza motriz. para
el movimiento de agua liquida a través del tejido es la
diferencia de potencial hidrico (AW). pero la fuerza
motriz para ¢l movimiento del vapor de agua es el gra-
diente de concentracion o presion de vapor que, ade-
mas de elevado, frecuentemente es constante. Por tanto,
lo que determina el flujo variable de vapor de aguaen la
transpiracion es la resistencia a la difusion de vapor
hacia ¢l exterior o resistencia difusiva (r} (s - m ')
(Frecuentemente se utiliza I/r = conductancia, g.
m s '). La transpiracion difiere de la evaporacion en
que cl cscape del vapor de agua esta controlado, en gran
medida, por las resistencias foliares a Ja difusidn, las
cuales no participan en la evaporacion de una superficie
de agua libre. Utilizando la ley de Ohm, que es un and-
logo eléctrico a la ley de Fick de la difusion, tendremos:

c, - C 273 —
T = h 6 p\- eh ekt [3-2{1]
r, + r, PT r, + 1,
T =1, Ce, [3-2b]

siendo T, la transpiracion (g - m 2y C, yC,lacon-
centracién de vapor de agua (g - m™*); 1, v r,, las resis-
tencias al vapor de agua de la hoja y de la capa limite
(véase apartado 3.2); g, = l/(r, + r), conductancia
total al vapor de agua; ¢, y e, la presidn de vapor
(mbar) de las superficies cvaporantes en ¢l interior de la
hoja (h) y en el aire (a). El término 273 p /PT (en el que
p, s la densidad del vapor de aguaeng - m™ 7, P,esla
presion atmosférica en mbar y T, la temperatura absolu-
ta en “K) convierte la concentracion de vapor en pre-
sion de vapor.
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La temperatura foliar determina el valor de C, y e,
dado que la concentracion de vapor cn las cavidades
subestomaticas se considera similar a la del aire satura-
do (Cuadro 2-1}. Con respecto a C, y e, dependen tanto
de la temperatura como de ia humedad relativa del aire.

La ecuacidén anterior se puede expresar también cn
términos de diferencia de potencial hidrico (AY) entre
Ja hoja y el aire. Si consideramos una situacion en la
que el aire tenga una humedad relativa (HR) del 50 % v
una temperatura de 20 "C, su ¥ scrd —94.1 MPa (ecua-
cién 2-17). Naturalmente, el ‘¥ de la atmdsfera se hace
mas negativo, tanto con el aumento del déficit de satu-
racién de vapor en la atmoésfera como con el aumento
de la temperatura. El valor tan negativo del potencial
hidrico en la atmésfera, en comparacién con los valores
de potencial hidrico normalmente enceontrados en los
tejidos vegetales, indica que el mayor gradicnte de po-
tencial hidrico en todoe el sistema se presenta en el seg-
mento hoja-aire. Este hecho destaca la importancia de
un control preciso, pero tlexible, del flujo de vapor de
agua cn ese trayecto de la via.

3.2. Laresistencia estomatica a la difusion
limita la tasa transpiratoria

Las resistencias relacionadas con la transpiracién re-
quieren una atencion especial. La resistencia foliar (r, )
se refiere al flujo de vapor a través de los cstomas vy la
cutfcula. Se considera que r, consla de dos resistencias
conectadas en paralelo:

l‘-""‘l‘rh = l.""frc + k."‘ru [3 '3]
En ei caso de hojas antiestomaticus:
].""‘.‘rh = l""‘l‘lrcuru SRPErIOr + I-""‘l‘].mm inferior [3_4]

La resistencia estomatica (r ) depende del nimero
de estomas por umidad de drea [olar, asi comoe de su
geometrfa y del grado de abertura. Las variacioncs ¢n la
abertura estomitica se producen como consecuencia de
cambios en la turgencia de las células oclusivas (véase
Movimientos Estomdticos, apartado 2). La resistencia
cuticular (r.), depende de las caracteristicas de la cuti-
cula foliar. Una r, elevada se asocia con cuticulas grue-
sas o enriquecidas con materiales hidréfobos: no es
controlada por la planta comeo lo es r, y disminuye con
el aumento de la temperatura y de la humedad relativa.
Cuando se compara con los valores minimos de r, r, es
de 1 a 2 érdenes de magnitud superior (Cuadro 3-1). Por
tanto, durante el dia, la transpiracion cuticular es des-
preciable en relacidn con la transpiracion estomatica.
La importancia ecoldgica de r, ¢s mas aparente durante
la noche, cuando los estomas se cierran, las xerofitas
alcanzan valores mucho mds clevados de r, que las me-
sofitas, mostrando asi tuasas inferiores de transpiracion
cuticular.
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Cuadro 3-1. Resistencias {r) al transporte de agua

en hojas con saturacién luminosa y 22 'C (segun

Holmgren, Jarvis y Jarvis, 1965). (Adaptado de Az-
con-Bieto y Talon, 1993.)

Resistencias al transporte

de vapor de agua (sm™")

Estoma Capa

Cuticula | (abierto) | limite
Especie vegetal r, I, T,
Helianthus annuuy - 38 55
Lamium galeobdolon 3700 1060 73
Circaea lutetiana Q000 1610 61
Acer platanoides 8500 1470 69
Quercus robur 38 000 670 69
Betula verrucosa 8300 92 30

Ademds de las dos resistencias mencionadas, el va-
por de agua que difunde fuera de la hoja encucntra una
tercera resistencia, la de la capa limite de aire relativa-
mente en calma, casi saturado de vapor de agua, que
cubre la superficie foliar: la resistencia de la capa li-
mile 0 capa estacionaria (r,), que es proporcional al
grosor de la capa dc aire quieto (¢ ) en contacto con la
superficic foliar:

r, = d/D [3-5]
siendo D, el coeticiente de difusion del vapor de agua al
aire (aproximadamente 0.24 ¢cm? -5 ') La velocidad
del viento afecta extraordinariamente al grosor de la
capa limite, de tal forma que disminuye con el aumento
de la velocidad. Por tanto, también sc ha sugerido la
siguiente expresion para calcular r;

ro=13J1u [3-6]

siendo | el ancho de 1a hoja y u la velocidad del viento,
Ordinariamente, r, varia entre 10y 100s - m~ ' para un
espectro normal de velocidades del viento y formas fo-
liares.

En la mayoria de las plantas la resistencia estomadtica
¢s la que normalmente limita la (asa transpiratoria.

Nota: El inverso de la resistencia total al vapor de
agua (1/[r, + r.]) es la conductancia total al vapor de
agua (g, ).

3.3. Lainteraccion entre factores ambientales
y enddgenos determina la intensidad
transpiratoria

Los factores ambientales mds importantes que afectan a
la transpiracién son: radiacién, déficit de presidn de va-
por del aire, temperatura, velocidad del viento y sumi-
nistro de agua. Entre los factores de la propia planta

figuran: drea foliar, estructura y exposicion foliares, re-
sistencia estomitica y capacidad de absorcion del siste-
ma radical. Las interacciones complejas entre estos fac-
tores sg¢ pueden describir en funcidn de sus electos
sobre los componentes de resistencia y cnergia en la
ccuacion 3-2. El hecho importante es que un cambio cn
uno de los factores que alectan a la transpiracion no
produce, necesariamente, un cambio proporcional en la
tasa transpiratona porque la intensidad estd controlada
por mds de un factor, y hay que tener en cuenla, ade-
mis, que el factor controlador varfa constantemente, Un
buen ¢jemplo puede ser el efecto del viento. 51 inicial-
mente las hojas estdn mids frias que el aire, el viento
puede aumentar la transpiracidon; si estdn mds calientes,
al enfriarlas, puede disminuirla. En la Figura 3-7 se in-
dica el entramado complejo de la interaccion de facto-
res que determina la intensidad transpiratoria.

3.4. El método gravimétrico y el de medida
de la pérdida de vapor de agua son los
mas utilizados para cuantificar la
transpiraciéon

El método gravimétrico consiste en determinar cl peso
que pierde la planta debido a la transpiracién. Se parte
de 1a planta bien regada en maceta, tenicndo la precau-
cidn de cubrir la superticic del suelo con material im-
permeable. Este método puede utilizarse también en
condiciones de campo. usando los denominados lisime-
tros que consisten en grandes recipientes relicnos de
suelo (a veces varios metros cibicos), que se apoyan
sobre dispositivos de pesada y cuyo conjunto se entierra
en el suclo. El lisimetro se suele considerar como el
instrumento mds apropiado y exacto para estudios de
campo, especialmente en cultivos, pero es care y no
portitil.

Para cuantificar la transpiracidn mediante el estudio
de la pérdida de vapor de agua, se encierra una hoja o

Humedad AC “—‘\\
atmosférica AW
______/
Luz AT
Viento fe }r Transpiracion
h
Co, Fo Tatal /‘

Lphuja """" l{Jrau
i
[} ] % 4
] ! ! I
! Factores Suelo |
' indirectos '

Figura 3-7. Interaccion de factores que afectan a la trans-
piracion (segln Ridge, 1991). (Adaptado de Azcdon-Bieto y
Talon, 1993.)



rama en una camara transparente dotada con flujo de
aire. La transpiracién se estima como la diferencia de
contenido hidrico entre ¢l aire que entra y salc dc Ia
cdmara. También se pueden medir la temperatura, el
contenido en anhidrido carbénico y otros pardmetros,
simultaneando las medidas de transpiracion con las de
abertura estomitica y de tasas fotosintéticas (véase Ca-
pitulo 13). Este método se puede utilizar para cstudios
en condiciones de campo, encerrando drboles comple-
tos 0 un conjunto de plantas en el interior de una cubier-
ta de pldstico. Los métodos de intercambio de gases,
bien a pequefia escala en el laboratorio, o en condicio-
nes de campo, estan limitados a estudios a corto plazo.
El hecho de encerrar una planta puede, a largo plazo,
alterar significativamente ¢l microclima que rodea las
hojas. Condiciones tales como temperatura. humedad y
flujo del aire han de registrarse y controlarse cuidadosa-
mente. No obstante, las camaras y los sistemas de medi-
da pueden hacerse muy portitiles y, cn la actualidad, sc
dispone de un gran nimero de instrumentos comercia-
les que se pueden utilizar en estudios de campo. Una
técnica que, probablemente, serd de gran valor en el (u-
turo se basa en la determinacidn de la intensidad trans-
piratoria a partir de estimaciones de la velocidad del
flujo de savia (véase Capitulo 4).

La transpiracién en ecosistemas naturales a gran es-
cala es dificil de medir y, normalmente, se estima de
forma indirecta. Aqui el investigador calcula esencial-
mente un halance hidrico, considerando tanto los apor-
tes (precipitacion) como las pérdidas (almacenamiento
en el suelo, drenaje, escorrentia, etc.). Se considera que
la transpiracion equivale a la diferencia entre aportes y
pérdidas.

3.5. La eficiencia en el uso del agua es una
medida de la efectividad de los estomas
en maximizar la fotosintesis reduciendo,
al mismo tiempo, la pérdida de agua

Existe un interés considerable en relacionar la produc-
cion vegetal con las medidas de pérdida de agua por
evaporacion correspondientes 4 la zona en que se desa-
rrollan las plantas. Légicamente, en sistemas maneja-
dos por €l hombre, pertenecientes a ambientes con es-
casez de agua, exisle una manifiesia neccesidad de
maximizar el crecimiento teniendo en cuenta la canti-
dad de agua disponible. La eficiencia en el uso del
agua, WUE (Water Use Efficiency) se refiere precisa-
mente a un pardmetro de produccién. Un objetivo im-
portante de investigacidn cn este drea es alcanzar una
elevada WUE manteniendo alta la productividad.

La eficiencia en el uso del agua es un pardmetro que
se puede considerar a diferentes niveles, y ¢s necesario
tener precaucion d la hora de su utilizacion. En lo que se
refiere a la hoja, la WUE (también denominada eficien-

cia en el uso del agua de la fotosintesis, WUE ) es:
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WUEPh =
B absorcidn neta de CO, (umol m s [3-7]
tasa transpiratoria (mmol H,O m * s ')

En lo que se refiere a4 una comunidad o cultivo, la
WUE (también denominada eficiencia en el uso del
agua de la productividad, WUE ) es el total de mate-
ria seca producida por unidad de agua consumida cn la
evapotranspiracidn (evaporacion del suelo y transpi-
racion de las plantas):

WUE, =

maleria seca o rendimicnto del cultivo (kg ha™")

agua consumida en evapotranspiracion (kg ha™ ')
[3-8]

En este altimo caso, la falta frecuente de datos sobie
materia seca de raices hace que los resultados se calcu-
len teniendo en cuenta unicamente la materia seca de
los drganos adreos. Por ello. algunos autores han pro-
pucsto utilizar ¢l término eficiencia transpiratoria
mas bien que eficiencia en el uso del agua, para referir-
sc al total de la produccion de materia seca por unidad
de agua transpirada.

A nivel de la hoja se ha visto que tante los factores
ambientales como los de la propia planta influyen en la
eliciencia transpiratoria. El lactor ambiental mds im-
portante es la humedad atmostérica. Un aumento en el
déficit de presion de vapor de la atmosfera (disminu-
cion de la humedad relativa) elevard la transpiracion sin
un aumento simuftanco en la fotosintesis, lo cual con-
ducc a una disminucion en la eficiencia transpiratoria.
Por tanto, una elevada temperatura del aire, a través de
su efecto en el déficit de presién de vapor, reducird ta
cficiencia transpiratoria. Asimismo, las plantas propias
de regiones frias tendrdn mayor eficiencia transpirato-
rig que las plantas propias de regiones célidas, debido a
la menor demanda evaporativa en la region fria. Los
déficit hidricos, al eriginar cierre estomdtico, aumenta-
rin la eficiencia lranspiratoria, si bicn un incremento
simultdneo en la resistencia interna a la absorcidn de
CO, pueda impedir tal aumento y. por tanto, hacer que
los déficit hidricos afecten muy poco o casi nada a la
eficiencia (ranspiratoria.

Por lo general, la eficiencia transpiratoria de especics
C, sucle ser ¢l doble de la de las especies C ;. Esta dife-
rencia aumenta con la temperatura en ¢l intervalo com-
prendido entre 20 y 35 C. El mayor valor en las espe-
cies C, se debe, fundamentalmente, a las mayores tasas
de fotosintesis y crecimiento, sobre todo en condiciones
de intensidad luminosa y temperatura elevadas (véanse
Capitulos 12 y 13).

Se ha desarrollado una técnica que permile conocer
la efliciencia transpiratoria de una manera integrada, a
lo largo de todo el desarrollo y en condiciones de cam-
po. La técnica de discriminacidn isolépica del carbo-
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no se basa en que la primera enzima que participa en la
fijacion de CO, en especics C,, la rubisco (véase Capi-
tulo 11), discrimina fuertemente en contra del isétopo
pesado '*CO, (1 %) comparado con el isétopo mas
abundante '*CO, (99 %), mientras que la difusion a tra-
vés de los estomas s6lo discrimina débilmente en contra
del '*CO,. Por tanto, con los estomas abiertos (y resis-
tencias a la difusion bajas) hay una mayor discrimina-
cién cn contra del 1*CO, que cuando existe una limita-
cion difusiva frente a la asimilacion de CO, por cierre
estomnatico. La teoria predice una relacion lineal entre
el grado de discriminacién por el '*C (A) y la concen-
tracion interna de CO,, ya que:

A = (44 + 22,6 p/p) x 1077 [3-9]

siendo, p, = presion parcial interna del CO,
p, = presién parcial externa del CO,

Puesto que la eficiencia transpiratoria cstd también
relacionada con la concentraciéon de CQ, en el interior
de las hojas, existe una relacion lincal de tipo negativo
entre la discriminacién por el '?C(A) y la eficiencia
transpiratoria. Se trata, por tanto, de una técnica franca-
mente dtil para estudiar diferencias genotipicas en la
eficiencia transpiratoria. La téenica consiste en anali-
zar, mediante espectrometria de masas, la relacién de
abundancia molar relativa de '*C a '*C en hojas vicjas
de plantas de 1a misma edad v perienecientes a diversos
genotipos. Las desigualdades que se presenten estardn
relacionadas con diferencias en la eficiencia transpira-
toria durante la acumulacién de carbonoe atmostérico a
lo Targo de toda la vida de la hoja. Por esto se le deno-
mina eficiencia transpiratoria intrinseca o integra-
da. Por el contrario, el método basado en determinar la
cficiencia transpiraloria mediante intercambio de gases
en un determinado momento de la vida de 1a planta ser-
vird para obtener la denominada eficiencia transpira-
toria instantinea o actual. Es decir. en este dllimo
caso, para tener una idea integrada de toda la vida de 1a
planta, haria falta realizar dichas medidas a lo largo del
dia y en diferentes momentos del desarrollo, lo cual,
teniendo en cuenta las limitaciones de la metodologia
del intercambio de gases, ademds de dificil sélo permi-
tiria scguir simultineamente un nimero muy limitado
de individuos. Todo ello pone de manificsto el interés
actual por la determinacion de la composicion isotdpica
del carbono para estimar la cficiencia transpiratonia de
una manera cémoda e integrada.

RESUMEN

La transpiracién, es decir, la pérdida de vapor de agua
en las plantas, es un proceso controlado, tanto por fac-
tores fisicos externos, como factores fisiologicos. La ra-

diacion solar proporciona la fuente de energfa para la
transpiracidn, siendo la evaporacidn del agua en la hoja
la que establece el gradiente de potencial hidrico en la
plania. La intensidad transpiratoria depende del sumi-
nistro de energia, del gradiente de presién de vapor y de
la magnitud de las resistencias. La resistencia difusiva
al movimiento del vapor de agua desde la hoja al aire
tiene tres componentes: cuticular, estomdtico y de capa
limite. La resistencia cuticular es, ordinariamente, muy
elevada y, por tanto, la mayor parte del vapor se mueve
a través de los estomas. Las variaciones en la abertura
estomadtica se producen como consecuencia de cambios
en la turgencia de las células oclusivas. La regulacion
de la abertura estomatica es muy compleja, ya que los
estomas responden a una diversidad de influencias am-
bientales (por ejemplo, luz, humedad, temperatura, con-
centracion de CO,) y enddgenas (lales como produc-
cion y liberacion de hormonas en raiz vy hoja, etc.).
Todos estos factores actdan a traveés de complejos siste-
mas de antealimentacion y realimentacion,

Debido a que. con frecuencia, el agua es un recurso
limitante de la produccidén vegetal, existe un interés
considerable en determinar la eficiencia en el uso del
agua en relacién con la fotosintesis y la productividad.
Normalmente, la eficiencia en el uso del agua varia cn
los diferentes tipos fotosintéticos de acuerdo al siguien-
te orden: C; << C; << CAM, existiendo también dife-
rencias importantes entre especies dentro de cada tipo.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Una planta de alubia crecié bajo una campana de vidrio,
con atmdsfera saturada de vapor de agua a 25 'C. Al inci-
dir la radiacion solar sobre la planta, su temperatura
aumento [0 “C por encima de la del aire que se mantuvo
a 25 "C. Otra planta similar ¢recid ala sombraa 25 Cy
con una humedad relativa del 70%. ;Cudl de las dos
plantas transpiré mas? Los valores de las resistencias a la
difusién de agua fueront, = 0.5scem ™ *,r, = Isem 'y
r, = 455 cm” ' Suponemos que la resistencia del mesé-
filo (r,) es despreciable. Las concentraciones de vapor de
agua de saturacion a 25y 35 "Cson 23 x 107°% y 40 x
107 g H,0 em ™", respectivamente,

2. Seleccione aguellos factores que pueden aumentar la tasa
transpiratoria. Para cada factor seleccionado. indique ¢é-
mo actda para estimular la transpiracion.

a) Viento fuerte.

b) Baja velocidad del viento.

¢) Humedad relativa baja.

dy Humedad relativa elevada,

e) Temperatura foliar por encima de la temperatura am-
biente.

) Temperatura foliar por debajo de la lemperatura am-
biente.

2) Estomas cerrados.

h) Estomas muy abiertos.

3. ;Cuiles de las siguientes propiedades o caracteristicas: 1}
s¢ encuentran ordinariamente ¢n las células oclusivas, ¥



2) cudles son esenciales si los estomas han de funcionar

apropiadamente?

a) Parcd celular interior menos eldstica que la exterior.

b) Bomba de K" en la membrana celular.

¢) Capacidad para sintetizar malato.

d) Posesion de cloroplastos.

e} Bomba protdnica en la membrana celular,

f} Capacidad para generar potenciales de presion supe-
riores 4 los de las células adyacentes.

Describa una hoja que maximice o minimice la transpira-

cion basandose sdlo en las caracteristicas foliares.
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CAPITULO

TRANSPORTE DE AGUA Y BALANCE HIDRICO

EN LA PLANTA

Manuel Sanchez-Diaz y Jone Aguirreolea

1. Introduccion. 2. Absorcion de agua por las raices. 3. Flujo hidrico a través del xilema. 4. Movimiento del agua en la hoja. 5.

Balance hidrico. 6. Déficit hidricos y crecimiento vegetal.

1. INTRODUCCION

En una planta cn crecimiento activo, existe una {ase de
agua liquida continua que se extiende desde la epider-
mis de la raiz hasta las paredes celularcs del parénqui-
ma foliar. Generalmente, se acepta que el movimiento
de agua desde el suclo al aire, a través de toda la planta,
s¢ puede exphicar por la cxistencia dc gradientes de
potencial hidrico a lo largo de la via (Capitulo 2). De-
bido a que el aire en los espacios intercelulares del pa-
réngquima lagunar en el mesdfilo foliar estd practica-
mente a presion de vapor de saturacién, mientras que
el aire exterior rara vez estd saturado de agua, el vapor
de agua se mueve desde el interior de la hoja a la at-
méstera exterior, siguiendo un gradientc decreciente
de potencial hidrico. Este proceso, denominado trans-
piracién, es la fuerza motriz mds importante para el
movimiento del agua a través de la planta (Fig. 4-1 ¥
Capitulos 2 y 3).

2. ABSORCION DE AGUA POR LAS RAICES

Para mantener la turgencia de la parte aérea, asi como
para posibilitar las actividades bioquimicas hasta un ni-
vel que asegure la supervivencia, el agua perdida en la
planta mediante transpiracién ha de reponerse conti-
nuamente. Muchas plantas pueden absorber la humedad
atmosférica en forma de niebla o rocio, pero la absor-
cién foliar de agua es insignificante comparada con la
absorcién a través de las raices.

2.1. El agua entra con mayor rapidez a través
de aquellas regiones de la raiz que
ofrecen menaos resistencia

El agua entra en las raices en respuesta a un gradiente
de potencial hidrico en el xilema, establecido por la
transpiracion. Claramente, el agua enlrard con mayor ra-
pidez a través de aquellas regiones de la raiz que ofrez-
can menor resistencia, dependiendo de una diversidad de
tactores y de la especie de que se trate,

Experimentos realizados con raices primarias jove-
nes han demostrado que la region meristemitica es re-
lativamente imperineable al agua. En esta region, las
células no estin vacuoladas y contienen citoplasma
denso; asimismo, en la proximidad del dpice radicular
el tejido vascular no estd diferenciado y, por tanto, si el
agua llegase u cntrar libremente no podria ascendcer. El
méximo de absorcion se presenta en la zona radical pro-
xima a la regién meristemdtica, pero distal a la region de
intensa suberizacion y lignificacion (Fig. 4-2). Aumentos
en la tasa wranspiratoria pueden provocar un desplaza-
miento de la zona de madxima absorcion hacia la base de
la raiz (Fig. 4-3).

[os pelos radicales pucden absorber agua, pero no
son esenciales, puesto que las plantas cultivadas ¢n un
medio hidropénico, asi como las plantas acudticas, sue-
len carecer de cllos y tampoco estdn presentes cn las
rafces adventicias de bulbos, cormos o rizomas. Sin em-
bargo, se sabe que los pelos sirven para fijar las raices
primarias jévenes a medida que penetran ¢n el suelo y,
asimismo, segregan gotas de liquido conforme cnveje-
cen. Ambos cfectos, a través de sus consecuencias en la
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Figura 4-1. (A) Circulacion del agua a través de la planta, desde las raices a las hojas; en |la escala de la izquierda se indican

los potenciales hidricos aproximados en fos diferentes puntos. (B} Rutas alternativas para el agua; ia linea gruesa indica ia
via mas importante. También se muestra el transporte floematico (segun Ridge, 1991). (Adap. de Azcdn-Bieto y Taldn, 1993.}

rizosfera, pucden influir indirectamente en la absorcion
de agua y nutrientes. En especies lefiosas, la mayor par-
te del sistema radical consta de raices viejas muy sube-
rificadas, Probablemente, gran parte del agua absorbida
por cstas raices penetrard 4 través de las numerosas fi-
suras gque se originan en la peridermis y felodermis que
rodea el tejido vascular secundario. Se ha observado
que cn raices de Pinus taeda L.y Liriodendron tulipife-
ra L., a mitad del verano, aproximadamente un 33 % del
conjunto de las raices estd suberificado. Dado que en
esa época tiene lugar el mdximo de transpiracidn, se
deduce, que la mayor parte del agua entraria a través de
las raices suberiticadas. Esto puede scr de especial sig-
nificado para muchas plantas en invierno, o durante pe-
riodos de sequia, cuando existe escaso desarrollo de
nuevas raices y se halla limitado el crecimiento de las
yu existentes.

2.2. El movimiento radial del agua en la raiz
tiene lugar a través del apoplasto y
del simplasto

El valor de ¥ _de la solucion del suclo rara vez ¢s infe-
rior a —0.1 MPa. Puesto que la transpiracion genera
facilmente un valor de W para ¢l xilema radical de
— 0.5 MPa hasta —2 a —3 MPa en la hoja. el gradiente

de potencial hidrico entre la disolucion del suclo y los
clementos xilematicos puede ser muy acentuado. En
consecuencia, el agua se moverd a través de la raiz en
respuesta al gradiente de potencial.

El agua que entra en una raiz primaria ha de atrave-
sar, primero, la epidermis e hipodermis (donde s¢ ¢en-
cuentre presente) y una capa cortical parenquimdtica de
5 a 10 células de grosor, con nUMErosos espacios inter-
celulares llenos de aire. Scguidamente, pasa a la endo-
dermis con la banda de Caspari v, una vez en su inle-
ror, se mueve a través de una capa de periciclo, de
varias células de grosor, antes de alcanzar el 1ejido vas-
cular (véasc también Capitulo 7},

Teodricamente, existen lres vias anatdmicamente di-
ferentes a través de las cuales podria moverse el agua.
En primer lugar, la ruta externa al citoplasma vivo, es
decir, ¢l continuo de parcdes celulares cxterno a la
membrana celular; esta via se denomina apoplasto. El
apoplasto de la rafs representa, aproximadamente, un
109 del volumen de la misma y equivale al espacio
libre. En segundo lugar, existe Ia posibilidad de que el
agua atraviese la pared celular v el plasmalema, para
cnirar luego en ¢l citoplasma. Posteriorinente, se move-
rid 4 lo largo del continuo citoplasmidtico a través de los
plasmodesmos que conectan ¢l citoplasma con las cé-
lulas adyacentes. Esta ruta. que representa la porcion
viva de la célula, sc denomina via del simplasto. Final-
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mente, cxiste la posibilidad de que el agua atraviese
tanto el plasmalema como ¢l tonoplasto, de tal manera,
que la vacuola pasarfa a ser una parte intcgral de la via
de transporte. La velocidad relativa del flujo a través de
cada una de las posibles vias variard inversamente con
el nivel de resistencia encontrado.

Tanto mediante ensayos experimentales. como con
predicciones basadas en modcelos matematicos, se ha
intentado demostrar la ruta del apoplasto o del simplas-
to-vacuola. Debido a que el agua fluye en la planta des-
de regiones con mayor a otras con menor potencial hi-
drico, existird un considerable movimiento de agua
entre cada uno de estos compartimentos hasta que los
valores de potencial hidrico, en las diferentes partes del
sistema, alcancen el equilibrio.

Si bien existen opiniones diversas con respecto al
movimiento del agua a través del cdrtex, hay acuerdo
sobre el hecho de que el movimienio del agua a través
de la endodermis ha de ser a través de la ruia simplasti-
ca, va que la banda de Caspari, impregnada de lignina
y suberina, impide el movimiento del agua a través del
apoplasto (Fig. 4-1). Ademads, en las células endodérmi-
cas mds vicjas, la superficie de las paredes internas estd
recubierta por laminillas de suberina que pueden pre-
sentar también un engrosamiento generalizado. Existen
poros en estas paredes engrosadas, a través de los cua-
les pasan los plasmodesmos para conectar ¢l citoplasma
endodérmico con el citoplasma del periciclo. El movi-
miento del agua a través de la via simpldstica en la en-
dodermis contribuye significativamente a la resistencia
de la rafz; la muerte de las raices conduce a una reduc-
cién en la resistencia al movimiento de agua. Una vez
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Figura 4-3. Absorcion relativa de agua a lo largo de dife-
rentes zonas de raiz de Vicia faba en funcion de la intensi-
dad transpiratoria. La tension xilematica medida a baja in-
tensidad transpiratoria fue —0.13 MPa, y —0.25 MPa a alta
intensidad transpiratoria. Cuando la transpiracion es baja,
la mayor absorcion de agua se presenta cerca del dpice de
la raiz. Cuando es alta, el aumento de tensién desvia la zona
de absorcidon hacia regiones mas basales {adaptado de
Brouwer, 1965).

gue el agua ha atravesado la barrera endodérmica y el
cilindro central, las resistencias encontradas seran com-
parables a las del cartex; el agua continuard desplazdn-
dose a través del cilindro central hasta que, finalmente,
penetre en los vasos y traqueidas xilemadticos para mo-
verse hacia ba parie aérea.

2.3. Cuando la transpiracion es muy baja, la
absorcion de agua a consecuencia de una
absorcion activa de iones en la raiz
origina la presion de raiz

Si ¢l tallo de una planta herbicea bien desarrollada se
corta a ras del suelo. es frecuenic que aparczea liquido
xilemdtico en la superficie de corte. La exudacion de
dicho liguido, que puede persistir durante varias horas,
indica la presencia de una presién positiva en el xilema.
La magnitud de esta presion se puede medir adaptando
un mandmetro a la superficie de corte. A esta presion se
le denomina presién radical, ya que las tuerzas que
originan la exudacion se originan en la raiz.
Igualmente, cuando una planta se desarrolla en con-
diciones de muy baja transpiracién, con el sistema radi-
cal en un medio bien aireado, himedo y caluroso, fre-
cuentemente aparecerdn gotitas de liquido cn los dpices
y margenes de las hojas. Estas gotitas, a las que se les
denomina gotas de gutacion, salen a través de los hida-
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todos. La fucrza responsable de la gutacion surge en las
raices y se debe a la presion radical.

Se ha propuesto que la presion radical se desarrolla
como consecuencia de una disminucién cn ¢l valor del
W, de la savia del xilema radical. Ello se debe al trans-
porte activo de iones inorgdnicos y materiales orgdni-
cos hacia los vasos y traqueidas xilemdticas a partir del
parénguima xilemdtico circundante (véase Capitulo 7).
Por tanto, cl agua se moverd a través de la raiz en res-
pucsta al gradiente de potencial hidrico desarrollado.
En otras palabras, la raiz se comporta como un osmda-
metro, al favorecer la entrada de agua cn los vasos xile-
maticos y originar una presion hidrostitica en el interior
del cilindro central.

Se ha intentado atribuir una funcion importante a la
presion radical. Una presion de .1 MPa podria hacer
subir al agua casi 10 m y, por eso, se propuso la presion
radical como mecanismo para explicar la ascension del
agua cn la planta; no obstante, hay datos contrarios. En
primer lugar, no se ha demostrado la existencia de pre-
sién radical en todas las especies. En segundo lugar, se
presenta con una periodicidad circadiana, maxima du-
rante la noche y minima durante el dia; ademds, sucle
scr estacional, alta durante la primavera y minima o no
detectable en el verano cuando la pérdida transpiratoria
¢s mayor. Finalmente, se puede demostrar que en perio-
dos de transpiracion activa, las columnas de agua xile-
madtica estdn sometidas a tensidn y nunca presenian una
presién positiva. Las raices sometidas a {rio, anaerobio-
sis 0 venenos metabdlicos no presentan presidn radical,
probablemente porque en tales condiciones cesa el trans-
porte de solutos al xilema. No obstante. si se corta ¢l
sisicma radical, la transpiracion no se afectard hasta pa-
sado un tiempo considerable y podrd incluso, aumentar.

Se ha sugetido, por otra parte, que en el caso de que
se haya presentado cavitacidn debido a una transpi-
racién rapida, sequia, congelacidon o cualquier otra
anomalia, 1a presién radical podria volver a funcionar vy,
por lanto, restableceria la continuidad de las columnas
de agua en el xilema. Sin embargo. visto en su conjun-
to. es muy probable que la presion radical sea una con-
secuencia fortuita de la acumulacidn de 1ones en el xile-
ma, sin ningin papel esencial en el equilibrio hidrico
total de la planta.

3. FLUJO HIDRICO A TRAVES DEL XILEMA

La supervivencia de las plantas terrestres depende de
que una cantidad suficiente de agua sea absorbida porel
sistema radical y ascienda a través del tallo y ramas,
para reemplazar la pérdida por transpiracién en las ho-
jas. Ademas, ¢l sistema a través del cual se mueve el
agua ha de permitir una tasa de transporte relativamente
rapida. La difusion del agua de una célula a otra, tal
como sc describid anteriormente (véase Fig, 2-8), es un
proceso demasiado lento como para suministrar agua
suficiente a la parte superior de la planta; en realidad, la

existencia de la flora terrestre dependié de 1a evolucién
dc un sistema vascular conductor de agua.

3.1. El transporte de agua en el xilema
depende del gradiente de potencial
hidrico y de las caracteristicas
anatémicas de los vasos y traqueidas

La sugerencia de que el xilema era el tejido a través del
cual el agua ascendia en el tallo se hizo por primera vez
hace mds de 250 afios. En angiospermas, el agua se
mueve primordialmente a través de vasos, elementos
que durante la maduracion pierden su citoplasma, desa-
rrollan paredes perforadas y se fusionan en hileras para
formar tubos largos. Estos vasos pueden tener muchos
metros de longitud y oscilan, dependiendo de la espe-
cie, entre 20 y 700 um de didmetro. En gimnospermas,
el elemento conductor cs la traqueida. Las traqueidas
son méds cortas ( <5 mm) y estrechas (< 30 yum) que los
vasos; poseen paredes terminales adelgazadas, que se
superponen con las células contiguas, y punteaduras re-
forzadas, tanto cn las paredes laterales como termina-
les, a través de las cuales fluye el agua. Las células de
vasos y traqueidas pierden el citoplasma durante su ma-
duracion vy poseen paredes celulares muoy lignificadas vy
relativamente rigidas. Existen concexiones [recuentes en-
tre las hileras adyacentes de células a través de puntea-
duras cn las paredes laterales. Los vasos y las traguei-
das se extienden hacia las raices y hojas. donde se
ramifican repetidamente.

Debido a que los vasos y traqueidas han perdido su
citoplasma, la resistencia al flujo de agua en el xilema
es baja. Si bien es conveniente considerar ¢l xilema
como un sistema de conductos, a través del cual se mue-
ve ¢l agua, debido a la presencia de numerosas paredes
transversales perforadas, se trala mds bien de tubos in-
terrumpidos a intervalos frecucentes. Como se explicard
posteriormente, estas paredes trasversales parecen ser,
en determinadas circunstancias, esenciales para ¢l fun-
cionamiento continuado del sistema de transporte.

3.2. El transporte de agua en el xilema se
produce por flujo masivo

El flujo masivo a través de los vasos xilematicos (véase
Capitulo 2, apartado 6.2), se puede analizar utilizando
la ecuacidn dc Hagen-Poiscuille, que demostré que
cuando un fluido estd sometido a presion en un capilar,
el flujo total por conducto o caudal, g4, (m* - s '), es
tuncion de la viscosidad del liquido, 5 (Pa - s), del gra-
diente de presion hidrostdtica, AP (Pa), del radio del
capilar, r{im), y de la longitud del mismo, 1 (m):

zrt
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Desde otro punto de visia se puede indicar que el
caudal es inversamente proporcional a la resistencia del
capilar al flujo (R):

AP
9.

R [4-2]

La ecuacidn 3-1 se aplica al movimiento del agua en
los vasos xilemadticos porgue es provocado por la dife-
rencia de tension entre el suelo y las hojas. El punto
importante a destacar es, por tanto. que el flujo es di-
rectamente proporcional a la cuarta potencia del ra-
dio. Las consccuencias de esta relacion se pueden wvis-
lumbrar comparando las tasas de flujo para una
tragueida de 40 pem de didmetro (r = 20 pom) y un vaso
de 200 pm de didmetro (r = 100 pm). Aunque el did-
metro refativo del vaso sea s6lo 5 veces superior al de la
traqueida, Ta velocidad rclativa del flujo serd 625 (es
decir, 5*) veces la de la traqueida. La elevada velocidad
del flujo en los vasos mayores se presenta debido a que
la velocidad del flujo de agua no es uniforme en toda la
seccion del conducto. La velocidad del flujo de las mo-
léculas situadas en la proximidad de la pared del con-
ducto se reduce por friccion, debido a fuerzas de adhe-
sién entre el agua y la pared del conducto. A medida
que aumenta el diametro del conducio. la proporcidn de
moléculas en la proximidad de la pared y. por tanto, sujc-
las a fuerzas de friccidn disminuird. Dicho de otra mane-
ra, las moléculas que se mucven mds rapidamente en el
centro del conducto constituyen la mayor proporcién del
conjunto. aumentando as{ la velocidad total del flujo.

Se ha encontrado coincidencia con la ley de Hagen-
Poiseuille en el caso de la vid. que posee vasos xilemd-
ticos grandes y abiertos. Especies como el roble, que
poseen poros en forma de anillo. dan también valores
proximos a los tedricos, mientras gue especies con po-
ros difusos, tales como el haya, dan valores considera-
blemenie inferiores a los previstos.

Se¢ ha desarrollado una serie de métodos de cuantifi-
cacion del flujo xilemdtico. La forma mas dirccta es
medir Ia cantidad total de agua que pasa a través del
tallo, entre el sistema radical y la parte superior de la
planta. Las medidas en plantas intactas {ueron rcaliza-
das por primera vez. por Huber y Schmidt (1932), quie-
nes disefiaron el «método del pulso calorifico», que
mide la velocidad del {lujo de agua cn el xilema. Para
calcular la cantidad total de agua. ha de conocerse el
drca conductora real, lo cual generalmente es imposi-
ble, puesto que no se conoce qué vasos participan en el
transporte. Para superar csta limitacion, se puede utili-
zar la técnica del {lujo en masa de equilibrio cstable,
basada en la capacidad calorifica especifica del agua,
existiendo dos métodos principales de medida: el de ca-
lentamiento continuo y el de equilibrio calorifico. Las
velocidades maximas del flujo observadas en tallos de
diferentes drboles oscilan desde 0.3-0.8 mm s~ en co-
niferas y 0.2 - 1.7 mm s~ ' en especies de duramen con
poro difuso (Populus, Acer} hasta valores de 1.1-12.1
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mm s ' en las especies de duramen con poros en anillos
(Fraxinus, Ulmus). En especies herbdceas, la corriente
de agua xilemdtica puede llegar a alcanzar velocidades
de hasta 28 mm s~ ' (100 m h ~1). Estos valores son infe-
riores & los esperados como consccuencia. en parte, de la
resistencia al flujo en las membranas de las punteaduras.

3.3. La ascension del agua en la planta se
puede explicar mediante la teoria
de la tension-cohesion

Para ser aceptable, cualquier leoria sobre la ascension
del agua en la planta ha de explicar como llega a las
partes superiores de los drboles mis altos. Especies de
Sequoia de California, de Psendotsuga menziesii del
norogste del Pacifico o de Eucalvptus en Austrahia pue-
den alcanzar alturas superiores a los 100 m. Cuando se
afiade a su altura la profundidad de penetracion de las
raices en el suelo, resulta claro que, en casos cxtremos,
el agua ha de subir aproximadamente 120 m.

Si bien en los dltimos 100 afios se han propuesto mu-
chos mecanismos para explicar la ascension de la savia,
actualmente se acepta la teoria de la tension-cohesiéon
de agua. Cuando el agua se halla confinada en tubos
con didmetro estrecho y paredes humedecibles (tales
como los vasos y traqueidas xileméticas), al aplicar un
tirén desde la parte superior. la tension se transmitird a
través de la columna de agua sin que se pierda el con-
tacto con la pared del tubo (fuerzas de adhesion). En
otras palabras, en el interior de tales tubos, las colum-
nas de agua se comportan como si todas las moléculas
estuviesen conectadas, y una lension aplicada a cual-
quier parte de la columna se transmite a través de la
misma. Si se aplica una tensién (presidn negativa) a un
extremo de tal columna, el agua se moverd hacia la
fuente de la tension.

Los vasos y traqueidas encierran columnas de agua
continuas, en forma de hilos [recuentcmente entrelaza-
dos, que se extienden desde los nervios foliares hasta el
xilema de las raices mds pequefias. La transpiracion
crea un gradiente de potencial hidrico a través del
mesofilo foliar, que provoca que el agua desaparezea en
los extremos de los nervios foliares. La pérdida de agua
a ese nivel crea una tension en las columnas del xilema,
cuya magnitud depende de la intensidad transpiratoria.
El fluide xilemdtico es una solucién muy diluida de sa-
les y su potencial osmdtico no es inferior a —0.1 6
— 0.2 MPg; de esta manera, el potencial hidrico en el
xilema reflejard, esencialmente, la tensién existentc.
Por tanto, la reduccidn en ¢l potencial hidrico a nivel de
la superficie transpirante foliar serd (ransmitida a través
del xilema hasta las raices, donde provocari que el agua
[luya desde el suelo hacia el interior (véase apartado
2.2y, variando la velocidad de absorcion con el nivel de
tension desarrollado. En tales condiciones, se creard un
flujo en masa continuo desde el suelo, via raices, tallos
v hojas, hasta la atmdsfera exterior (Fig. 4-1).
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En condiciones ideales, una columna de agua podria
soportar, sin romperse, una tension de — 100 a —200
MPa. En el xilema, tales condiciones ideales no existen
pero, para lubos similares en didmetro y composicion a
los vasos y traqueidas, se han aplicado tensiones de has-
ta —35 MPa antes de que se presente rotura en la co-
lumna. La columna serd tanto menos estable cuanto
mayor sea su didmetro y cuando la tension se hace ex-
cesiva, se presentard eavitacién con formacion de bur-
bujas de aire (véase apartado 3.4). Se ha calculado que
para que suba el agua en drboles bajo condiciones de
mdxima transpiracion, se necesita una tension com-
prendida entre —0.015 y —0.02 MPa por metro de al-
tura. Este valor representa la tensidn necesaria para
contrarrestar el efecto hidrostitico de la gravedad, asi
como para superar la resistencia al flujo en el interior de
los estrechos conductos xilemaiticos. Por tanto, en los
drboles mds altos (< 120 m), una tension de —2.4 MPa
(—0.02 x 120) seria suficiente para subir ¢l agua des-
de el suelo a la copa. En especies herbiceas, son fre-
cuentes valores de potencial hidrico de —0.5 a —1.0
MPa, y en arboles de tamaito moderado. valores de
—2.0a — 3.0 MPa en condiciones de elevada transpira-
cion. En algunas especies desérticas, se han medido va-
lores de potencial hidrico foliar de — 10 MPa e inferio-
res. A medida que aumenta la tensién xilemadtica, los
tejidos superficiales pierden agua y ¢l didmetro del tallo
disminuye. Por la noche, cuando los estomas sc cierran
y la pérdida transpiratoria es baja, a medida que van
desapareciendo las tensiones, el tallo vuelve a su did-
metro original. Queda claro, por tanto, que las fuerzas
necesarias para el transporte de agua son compatibles
con la arquitectura del sistema vascular, y las hojas pue-
den continuar funcionande a tensiones superiores a las
que s¢ necesitan para satisfacer las demandas transpira-
torias de. incluso, las especies forestales mds altas.

Dcbido a gque todo el agua de una planta estd conecta-
da, las fuerzas cohesivas cn el xilema son operativas,
tanto lateral como verticalmente. Por tanto, si algunos
de los elementos xilemalicos se llegasen a bloquear me-
diante burbujas de aire (véase cavitacion y embolia).
{apartado 3.4), o s1 la continuidad vertical de las colum-
nas de agua se interrumpicse mediante un corte pro-
tundo, ¢l agua se moveria lateralmente alrededor del
obsticulo y continuarfa a través de los elementos xile-
miticos no lesionados.

3.4. Las columnas de agua en el xilema se
hacen muy inestables a medida que
aumenta la tensidén, pudiéndose originar
pequenas burbujas de aire (cavitacion)
que se fusionan y originan burbujas
mayores que provocan ohstruccion
{embolia)

A pesar de la tuerza de cohesion, el agua del xilema se
pucde romper (cavitar) bajo las tensiones extremas que

se presentan en la naturaleza. Una vez iniciada la lor-
macion de burbujas, éstas se extienden rdpidamente
formando una embolia en el interior del vaso o traquei-
da, que se detiene er las membranas de las punteaduras.
El xilema, sin embarge, minimiza los efectos de la em-
bolia; por una parte, las punteaduras actian como val-
vulas complicadas que se cierran cuando la presion
aumenta cn uno de los vasos y, por otra parte, el agua
puede moverse lateralmente a través de las punteadu-
ras, evitando el conducto bloqueado (Fig. 4-4). A me-
nos que la lesion sea repentina y muy extensi, no se
afectard la cantidad total de agua transportada. En mu-
chas gspecics herbdceas, la interconexion entre los ele-
mentos individuales del tejido vascular pucde ser tan
extensa que la oclusion de una parte del mismo no ten-
drd, practuicamente, efecto sobre el movimiento total del
dagua. Sin embargo, la entrada de aire puede acluar
como un estimulo para la formacién de tilosas, blo-
quedndose de esta forma el interior de los vasos xilemad-
licos. Esto provoca la pérdida irreversible de 1a tuncidn
xilemdtica en el lefio mds viejo.

En drboles viejos, una porcion considerable del xile-
ma puede no ser funcional debido a embolias o depdsito
de materiales que interrumpen la continuidad de la co-
lumna de agua. Se ha demostrado que, en algunas espe-
cics de drboles canadienses, hasta un 40 % del volumen
del tronco pucde eslar ocupado por gases pero, afortu-
nadamente, hay un gran exceso de xilema en relacién
con la cantidad de agua que s¢ transporta. En especies
de irboles con poros en forma de anillos, casi todo ¢l
transporie de agua se halla confinado al anillo anual
mas externo (¢l mds joven) del xilema secundario,
micniras que en especies de coniferas de poro difuso,
varios de los anillos anuales mds externos pucden parti-
cipar en el transporte de agua.

Hasta mediados de los anos setenta se suponta que la
cavitacion era relativamente rara y que no afectaba se-
riamente al flujo de agua en el xilema. No obstante, las
ideas empezaron a cambiar cuando sc aplicé a plantas
enteras un método de deteecion de fendmenos de cavi-
tacién. Este método de deteccion acistica depende del
hecha de que una liberacion brusca de la presién duran-
le la cavitacidn hace que vibren las paredes celulares.
produciendo un «chasquidos» audible que se puede de-
tectar con un micrdfono v un equipo de amplificacion
apropiado. El use de detectores ultrasénicos scnsibles
en la regién de (1.1-1.0 MHz mcjora el método de detec-
¢ion, ya que la falta de ruido ambiental en esa gama de
frecuencia facilita su utilizacion en campo. Para que
esta técnica posea valor como indicadora de disfuncién
xilemadtica, es necesario demostrar que los fendmenos
que se detectan se presentan en los elementos xilemati-
cos mds importantes, en lugar de en fibras o traqueidas
pequefas. Esto no sc ha demostrado atn suficientemen-
te y existen datos de que muchos fendmenos acisticos
se originan, frecuentemente, en elementos no conducto-
res. Debido a las dificultades que existen con la detec-
¢idn acustica como indicador de la embolia xilemética,



es mds seguro utilizar la pérdida de conductividad hi-
draulica como una medida basica de embolismo.

3.5. La cavitacion y las embolias son
frecuentes en condiciones de estrés
hidrico, congelacién e infeccion por
algunos patogenos

Parcce ser que los factores responsables de la cavita-
cion son [undamentalmente:

a) El déficit hidrico asociado a tasas clevadas de
transpiracién y altas tensiones xilematicas, espe-
cialmente en hojas v ramas pequeas. Aparente-
mente, diminulas burbujas de aire se filtran a
través de las finas membranas de las punteadu-
ras que separan un conducte embolizade del
contigue, Las burbujas actdan como origen © nu-
cleos de una ulterior cavitacion y cuanto mds
grandes sean los poros, mds probable es la for-
macion de burbujas. El tamario de los poros se
relaciona con el didmetro de los vasos o traquei-
das, de tal manera que, aunque el flujo de agua
cs mdas ficil y rapido a través de conductos an-
chos, existe, sin embargo, mayor riesgo de cavi-
tacidn. El desarrollo de déficit hidricos durante
el dia es la causa principal de embeolia durante la
época de crecimiento de Ta planta.

»)y  La congelacion del xilems en el invierno condu-
ce, cuando mds adelante se presenta la descon-
gelacién, a la formacion de numerosas burbujas
de aire, con lo que s¢ cxtiende ta cmbolia.

¢y Existe también un tercer factor, posiblemenic de
cierta importancia. Se ha observado gue la em-
bolia inducida por ¢l patdgeno ¢s la causa mds
importante de la disfuncién provocada en el xi-
lema por el hongo causante de la grafiosis (Ce-
ratocystis ulnii), que ha devastado la mayoria de
los olmos en Europa y Norteamérica. Esto po-
dria ser también cierto en el caso de otros patd-
genos que ocasionan marchitamiento rdpido. El
motivo de que los patégenos provoquen cmbo-
lia no cstd atin claro. pero una sugerencia intere-
sante es que al liberar en la savia del xilema
compuestos tales como el dcido oxdlico. dismi-
nuye la tension superficial. Esto facifilaria la
aparicion de ndclcos de aire a nivel de las mem-
branas de las punteaduras.

3.6. Las embolias se pueden eliminar por
presion positiva en el xilema debida
a la presion de raiz

El aire en una embolia vuclve de nuevo a la solucion
cuando la presién en el xilema sube hasta alcanzar la
presion atmosférica o ligeramente por debajo. Con fre-
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Figura 4-4. Embolismo: burbujas de aire que se originan
en e! xilema y se presentan en ios elementos vasculares o
tragueidas. {A) La diferencia de presidn gque se origina a
partir de una embolia causa el sellado del toro de las pun-
teaduras circundantes. (B) La tension superficial impide
gue la burbuja atraviese las perforaciones. El agua continua
fluyendo rodeando el elemento bloqueado.

cuencia, esto ocurre por la noche en las plantas herbi-
ceus, debido al fenémeno denominado presion de raiz
o radical (véase apartado 2.3). Durante la noche los
poros estormiticos se cierran y, en gran medida, la trans-
piracion se deticne pero, en las rajces, continda la ab-
sorcidn activa de iones vy el flujo osmotico de agua ha-
cia el interior. Los iones acumulados difunden hacia la
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savia xilematica diluida vy el agua sigue fluyendo hacia
dentro, aumentande gradualmente la presién hidrostati-
ca hasta que se hace positiva.

Por lo general, las presiones radicales son pequeifias
(0.1-0.2 MPa), pero en plantas herbdceas bastan para
inducir el rellenado de los conductos embolizados. En
arboles no se desarrollan presiones radicales positivas
durante la estacién de crecimiento y, por eso. es vital
que no se presente embolia a gran cscala. Esto, aparen-
temente, se consigue mediante cierre de estomas y re-
duccidn de la tasa transpiratoria, pero a costa de reducir
el suministro de CO, para la fotosintesis. No obslante,
en las pequefas ramas periféricas, donde se cxperimen-
tan las presiones xilemdticas mds negativas, es corrien-
te la embolia masiva que, a veces. origina su muerte.

La recuperacion de la embolia en invierno provocada
por la congelacidn se debe, al menos en parte. al creci-
miento de nuevas células xilematicas en primavera. No
obstante, en algunas plantas lefiosas, especialmente abe-
dul y vid, se desarrollan grandes presiones radicales en
primavera, que fuerzan el aire fuera del xilemu emboliza-
do. Esta «subida de la savia» es tan pronunciada que se
pueden observar gotas de fluido durante varios dias («llo-
ro») sobre los extremos cortados de las ramas podadas,
produciéndose espuma a medida que se expulsa el aire.

La susceptibilidad a la cavitacidn, la tolerancia a la
embolia y la capacidad de recuperacion han sido. indu-
dablemente, los factores mas importantes que han in-
fluido en el tipo y distribucidn de las plantas terrestres,
especialmente, con su tolerancia a la sequia y congela-
cién. La importancia del embolismo no se habia puesto
de manifiesto hasta hace poco, pero. indudablemente, va
a constituir un drea clave de investigacidn cn el futuro.

4. MOVIMIENTO DEL AGUA EN LA HOJA

A nivel de los nudos del tallo se originan ramificacio-
nes del sistema vascular, que pasan a través del peciolo
hasta cl limbo foliar. Dentro del limbo, las ramificacio-
nes son cxlensas y, a menudo, se anastomosan termi-
nando como elementos xilemdticos aislados con sus ex-
tremaos abiertos, en tal niimero que ninguna célula de la
hoja se encuentra a mas de dos o tres ¢élulas de distan-
cia de los nervios. Es precisamente a través de csta in-
trincada y extensa red de elementos xilemdticos como
el agua y los nutrientes minerales se mueven en la hoja,

Las paredes celulares estdn compuestas de celulosa y
otras macromoléculas (véase Capitulo 1). Debido a sus
propiedades y a su organizacién estructural, estas molé-
culas, muy hidrdfilas, confieren a las paredes celulares
un potencial matricial muy negativo. Las moléculas de
agua transpiradas por la hoja se liberan previamente cn
la atmosfera foliar, mediante evaporacidn a nivel de los
espacios microcaptilares en el interior de las paredes ce-
lulares, La reduccién del contenido hidrico de estas pa-
redes por debajo del nivel de saturacién disminuye su
potencial hidrico; por tanto, el agua fluye hacia estas

paredes celulares a partir de las células adyacentes (‘¥
=¥ + ¥, + W, enlaparedcelular ¥, = 0y ¥ =
= —(.1 MPa; por consiguiente, el valor de ¥ vendra
dado por ¢l valor de W) Se establece asi un gradiente
de potencial hidrico a través del meséfilo, de manera
que las células que bordean los espacios intercelulares
poscen un potencial mas bajo que las mds alejadas. El
agua se moverd a lo largo de este gradiente hasta que,
finalmente, el agua perdida por transpiracién sea reem-
plazada por agua procedente de las superficies de agua
libre en los terminakes de los nervigs. La pérdida de
agua en los elementos xilematicos origina una tensién
en las columnas de agua del xilema que se puede trans-
mitir hasta las raices (Figs. 4-1 vy 4-5).

5. BALANCE HIDRICQ

El uso de términos tales como balance hidrico v eco-
nomia del agua destaca que las relaciones hidricas en
las plantas se pueden considerar bajo el prisma de un
presupuesto en ¢l cual el balance o estado hidrico (Ca-
pitulo 2) viene controlado por las intensidades relativas
de absorcion y pérdida de agua.

El balance hidrico se puede calcular a partir de las
determinaciones cuantitativas de la absorcion de agua v
de la transpiracion. No obstante, las medidas necesarias
son atn inexactas y dificiles de oblener., especialmente
en condiciones de campo. Por tanto, es frecuente hacer
una estimacion indirecta dcl balance hidrico a través
de su efecto en ¢l contenido hidrice (mejor, contenido
hidrico relativo) o potencial hidrico de Ta planta. Un
balance negativo siempre se manifestard por una dismi-
nucién de la turgencia y el potencial hidrico de los teji-
dos. El estado hidrico de las plantas puede ser muy va-
riable en una escala temporal que vaya de minuos a
meses. De hecho, en muchas especies arbdreas ey fre-
cuente que sc¢ presenten grandes variaciones estaciona-
les en el contenido de los troncos.

Segiin ¢l habitat y las caracteristicas funcionales de
ta planta, es posible distinguir dos tipos diferentes de
balance hidrico: plantas hidroestables y plantas hidrold-
biles. Las plantas hidroestables son aquellas que man-
tiencn un contenido hidrico favorable, variando muy
poco st balance hidrico durante el dia. Pertenecen a
este grupo especies acudticas, suculentas, plantas de
sombra (esciofitas o escidfilas), algunas gramincas y
drboles de regiones hiimedas. Sus estomas responden
con gran sensibilidad a la falta de agua, y los sistemnas
radicales son, en general, extensos y eftcienles. Las
fluctwaciones diarias y estacionales cn el potencial os-
mdtico ¥ en el potencial hidrico son reducidas.

Las plantas hidrolabiles toleran la pérdida de gran-
des cantidades de agua con el consiguiente aumento en
la concentracién del jugo celular. Muchas especies her-
baceas de hdbilats soleados (helidfitas o helidtilas), gra-
mincas esteparias, asi como muchas lefiosas, especial-
mente especies colonizadoras, son hidrolabiles y todas
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Figura 4-5. Tension (presion negativa} en la columna de agua. La evaporacion en el interior de la hoja origina que el agua
se retraiga en el interior de los espacios existentes entre fas ceélulas del meséfilo. A medida que el agua se retrae, la
tension superficial resultante tira del agua existente en las células adyacentes. Dado que la columna de agua es continua,
la tensitn es transmitida a través de la misma hacia las raices y &l agua del suelo.

las plantas potquilohidricas (véase apartade 6.2.2) lo
son ¢n grado extremo. Tales plantas pueden tolerar
grandes fluctuaciones cn ¢l potencial hidrico asf como
la marchitez temporal. La recuperacion de estas situa-
ciones adversas es rdpida, gracias a su elevada relacion
raiz/parte aérea y a la eficacia de los sistemas de trans-
porte de agua.

5.1. En plantas con buena disponibilidad
de agua en el suelo, conforme aumentala
transpiracion durante el dia, el potencial
hidrico puede disminuir debido al retraso
en la absorcion

Diariamente, los estomas de plantas bien regadas se
abren poco después del amanecer y el aumento de la
demanda evaporativa crea los gradientes de concentra-
cion de vapor de agua neccsarios para que tenga lugar
la transpiracién (véase Capftulo 3).

Ordinariamente. a medida que aumenta la transpira-
cion, la pérdida de agua excede la absorcidn (Fig, 4-6).
Ello es debido a que existe una resistencia considerable
al flujo de agua desde el suelo al xilema radical y, por
otra parte, a que hay un volumen apreciable de agua
facilmente disponible en las células parenquimdticas
turgentes de la hoja y del tallo que abastecen la deman-
da transpiratoria.

A medida que se retira agua de las células del meso-
filo durante la transpiracion, disminuye et W foltar. En
dias muy despejados, el potencial hidrico foliar muestra
una variacién temporal similar al de la radiacion solar.
No obstante, ¢l equilibrio entre la pérdida transpiratoria
de agua y su restauracion es extraordinariamente dind-
mico. y pequenios cambios ¢n las condiciones ambien-
tales pueden provocar grandes variaciones cn el ‘¥
foliar cn s6lo unos minutos, Esto es especialmente ma-
niliesto en dias parcialimente nubosos, con plantas que
se desarrollan cn suelos muy hdmedos, Al pasar del sol
radiante a la sombra, la temperatura de la hoja disminu-
ye rapidamente debido al enfriamiento convectivo y
transpiratorio, reduciéndose, por tanto, ¢l gradiente de
concentracidn de vapor de agua entre la hoja y ¢l aire
(ecuacion 3-2). La recuperacidn al anochecer del poten-
cial hidrico foliar en plantas bien regadas sigue la re-
duccidn en la rachacion solar, pero el W foliar puede
presentar un comportamiento ligeramente diferente al
de la maiiana debido a los mayoeres déficit de presidn de
vapor, caracteristicos del anochecer.

Por lo gencral, Ta reststencia al flujo de agua es me-
nor entre las céluias parenquimdticas y las superficies
evaporantes quc a nivel dc la absorcidn en las raiccs.
Por tanto, la causa del retraso en la absorcién, cn condi-
ciones de buena disponibilidad de agua, es la resisten-
cia elevada en las membranas de las células radicales.
En ¢l caso de los drboles, una consecuencia del retraso
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Figura 4-6. Relacion entre absorcion de agua y transpira-
cidn en el fresno {datos de Kramer, 1937). (Adaptado de Az-
con-Bieto y Taléon, 1993.)

entre absorcidn y transpiracion ¢s que, durante cl dia,
cuando las tusas transpiratorias son elevadas, el agua
tiende a salir de las células situadas en las proximidades
de la via principal hacia el xilema luncional. Esto pro-
vocd una reduccion en ¢l volumen de las células «do-
nantes», y los troncos se pueden encoger duranie ¢ dia
¢ hinchar durante la noche a medida que las células se
rehidratan.

Bajo ciertas condiciones ambicntales, ¢l retraso en la
absorcion se hace tan acentuado que las plantas se mar-
chitan. incluso teniendo agua en ¢l suclo. Es ¢l caso, por
cjcmpio, de la temperatura baja del suelo. su efecto
mas importante es el aumento de la resistencia hidriuli-
ca de tas membranas celulares en las rafces. La existen-
cia de frio cn la raiz, combinada con temperaturas folia-
res clevadas. vientos fuertes y aire seco (factores que
estimulan la transpiracion) suelen matar a la planta por
desecacion. El peligro es grande en ambientes alpinos,
si bien las plantas procedentes de ambientes calidos v
tropicales son muy susceptibles a esta forma de lesion.

Una escasa aireacidn del suelo. cspecialmente cuan-
do se combina con condiciones que favorecen la trans-
piracion. lambién pucde provocar lesion por dese-
cacidon. La falta de oxigeno conlleva respiracion anae-
robica en las raices y reduce el suministro de ATP. Los
productos finales de este proceso. asi comao la presencia
.de otros 1ones téxicos en ¢l ambiente reductor que ro-
dea la raiz, tienden a lesionar las ¢élulas radicaics v
aumentan su resistencia hidraofica. Ademds, la limita-
cidn dc ATP restringe la capacidad de las rajces para
absorber activamente iones v mantener el bajo poten-
cial hidrico que es necesario para incorporar agua del
sueclo, Por tanto, una de 1as consecuencias de los suelos
inundados es la desecacién. En las plantas adaptadas a
la inundacidn, el oxigeno puede difundir desde las par-
tes aéreas a las raices, a través de cspacios adreos gigan-
tes interconectados (aerénguima), de tal manera que las
raices permanecen oxigenadas incluso en suelos total-
mente anaerobios.

La estructura de la rafz, la presencia de una endoder-
mis con paredes celulares impermeables, asi como
cualquier factor que afecte tanto al movimiento del
agua a través de las membranas celutares radicales
como a la capacidad de acumulacion de iones son. to-
dos cllos, tuctores que afectan al grado de retraso en la
absorcion. Ello, a su vers, condiciona cl gradiente de
potencial hidrico, necesario para mover el agua a través
de la planta a una velocidad suficiente para satisfacer
las pérdidas transpiratorias.

5.2. En condiciones de sequia, disminuye
considerablemente el potencial hidrico
de la planta y puede presentarse ajuste
osmotico

A medida que un suelo se seca y su potencial hidrico va
tomando valores cada vez mds negativos, las plantas
han de disminuir su potencial hidrico con el tin de man-
tener el gradiente de potencial necesario para la absor-
cion de agua, Tedricamente. esto puede ocurrir de dos
maneras: disminuyendo el potencial osmotico {por acu-
mulacion de solutos), o disminuyendo la turgencia (ime-
diante simple deshidratacion). En los suelos sometidos
a sequia, el mecanismo mds importante es la disminu-
cidn del potencial osmdtico. bien mediante una estimu-
lacion de la acumulacion de iones inorganicos, o bien
mediante un aumento en los niveles de solutos orgini-
cos. Tal ajuste osmotico u osmorregulacion puede im-
pedir lu pérdida de wrgencia de la raiz.

El potencial hidrico de la planta experimenta una os-
cilacidn mis o menos tipica. con valores mas elevados
al amanecer y al anochecer y menores al mediodia.
cuando es maximo el desequilibrio entre transpiracién y
absorcidn. La amplitud de esta tendencia aumenta con
¢l grado dc sequia en el suelo. Existe por tanto. durante
¢l dia, un déficit hidrico provocado por transpiracion,
resistencia elevada en las raices y lesion en el xilema
por embolia y cavitacion. Por la noche. cuando cesa la
transpiracion, los déficit hidricos diurnos se eliminan
gradualmente y. con el tiempo, el potencial hidrico de
la plania alcanza un cierto equilibrio con el potencial
hidrico del suelo (Fig. 4-7).

Cuando las altas tasas de tanspiracion acentian el
gradiente de potencial hidrico en la planta. disminuye cl
potencial hidrico de la raiz y, finalmente, la turgencia.
En esta situacion se puede presentar encogimiento de la
raiz, lo cual provoca no solo una reduceidn en el creci-
miento de la misma sino, tambicn, la pérdida de contac-
to con las particulas de suelo. En estas condiciones, la
absorcion se hace cada vez mas dificil debido a un
aumento cn la resistencia hidraulica del suelo.

Cuando el potencial hidrico deb suelo desciende por
debajo de un nivel critico, cesa la absorcion y la planta
muere. El efecto cn las plantas de estos ciclos diarios de
potenciales hidricos bajos depende no solo del grado de
recuperacion del xilema y de la cavitacion, sino, tam-
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bién, de si se presenta o no osmorregulacion en las ho-
jas. 51 ésta no tiene lugar, incvitablemente la caida del
pO[U’lCIal hidrico foliar provocard una disminucidn de
la turgencia, que desencadenard cl cierre estomatico y
Ja reduccidn de la expansién celular. Dicho comporta-
miento sc ilustra mediante la linea central discontinua
en la Figura 4-7, siendo la turgencia fohar la distancia
entre esta linea y la del potencial hidrico foliar, La linea
continua inlerior muestra lo que sucede cuando hay os-
merregulacidn: la turgencia foliar s¢ manticne constan-
te hasta el dia 4 6 5 de sequia edafica y la marchitez no
se presenta hasta el dia 7.

En condiciones de campo. el déficit de presidn de
vapor de la atmdstera puede llegar a desempefiar un pa-
pel mis importante que el contenido hidrico del suelo
en la determinacion del estado hidrico de la planta. Asi-
mismo, otro factor relevante es la extension del sistema
radical, al condicionar la capacidad de absorcion de
agua por parte de la planta.

6. DEFICIT HIDRICOS Y CRECIMIENTO
VEGETAL

El déficit hidrico ¢s ¢l factor mds importante que causa
la reduccion en ¢l crecimiento de la planta (véasc tam-
bién Capitulo 30). A menudo, en dias calurosos y solea-
dos, se presentan délicit hidricos transitorios al medio-
dia debido a que, temporalmente, la pérdida de agua
excede la absorcidon. Por e! contrario, los deficit hidri-
cos permanentes a largo plazo son provocados por una
disminucién en la disponibilidad de agua en ¢l suelo
(v€ase apartado 5). Los déficit hidricos afectan practi-
camente a todos los aspectos del desarrollo de la planta.

6.1. Los déficit hidricos tienen efectos
quimicos e hidraulicos y afectan a la
mayoria de los procesos fisiologicos y
bioquimicos de la planta

a)  FEfectos quimicos e hidrdulicos de los déficit
hidricos

La pérdida de agua en un tejido vegetal ticne los s1-
guientes efectos que pueden influir en el metabolismo
de la planta;

— Reduccion del potencial hidrico o la actividad del
agua celular.

—- Disminucion de la presion turgente.

— Concentracién de moléculas, a medida que dismi-
nuye el volumen celular con la reduccion de la
turgencia.

— Altcracion de relaciones espaciales en ¢l plasma-
lema, tonoplasto ¥ membranas de organulos, de-
bido a los cambios de volumen.

— Cambio en la estructura o configuracion de las
macromoléculas como consecuencia de la elimi-
nucion del agua de hidratacion o modificacion de
la estructura de esa agua.

No obstante, resulta dificil entender como los posi-
bles clectos de estrés suaves sobre la actividad hidrica,
cstructura macromolecular o concentracion de molécu-
las en ¢l citoplasma, pueden ser los sensores primarios
del estrés. El sensor., en leoria, responderia a la presion
de turgencia o tamano celular. Al menos en células en
crecimiento, los pequefios cambios de turgencia pueden
reducir la expansion celular, con el consiguiente
aumento de materiales de pared no utilizados u otras
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sustancias que afecten, a su vez, al metabolismo. Se ha
demostrado también que la turgencia puede afectar di-
rectamente al transporte de 1ones a través de la partici-
pacidn de sensores que responden a la dilatacién de las
membranas.

Asi y todo. la mayoria de los efectos de los déficit
hidricos son, probablemente, secundarios y consecuen-
cia de la actuacion de respuestas reguladoras de 1a plan-
ta. Se ticne conslancia de que los reguladores de creci-
miento participan en la integracion de las difcrentes
respuestas (véase Capitulo 18). Aunque los déficit hi-
dricos afectan a los niveles de giberelinas y auxinas, no
se ha demostrado que estos reguladores tengan un papel
importante en la respuesta al estrés. fgualmente, la pro-
duccion de etileno ¢s estimulada por muchos estreses:;
esla estimulacion se ha implicade en una serie de res-
puestas, como son abscisidn de hojas vy {rutos, epinastia,
cierre estomdtico y disminucion de la asimilacion (véa-
se Capitulo 22). La reduccién en ¢l suministro de cito-
quininas a consecuencia de 1a sequia se ha relacionado
con respuestas tales como senescencia foliar y cierre
estomadtico (véase Capitulo 21). Sin embargo, es el dci-
do abscisico (ABA) ¢l que descmipeiia, a veces en con-
juncidén con iones Ca”*. el papel mas importante en la
integracion de las respuestas de la planta, tanto al estrés
hidrico, como a un amplio espectro de otros estreses
ambientales, como la salinidad y temperaturas eleva-
das. Dc hecho, la participacion del ABA en el cicrre
estomatico en respuesta a la sequia ya se ha indicado en
el apartado 2.2.2 del Capitulo 3. Por otra parte, las con-
centraciones dc ABA aumentan ripidamente en plantas
estresadas (esta subida tiende a ser una funcién de ‘PP
mas que del potencial hidrico total. W¥); por otra parte,
existe una correspondencia estrecha entre las respecti-
vas respuestas a los déficit hidricos v al ABA suminis-
trado exdgenamente. Estas observaciones, cuando s¢
combinan con la informacidn obtenida a partir de mu-
tantes deficientes en ABA, propoercionan una prucha
convincente de que el ABA participa en la adaptacion a
los déficit hidricos y otros estrés (véanse Capitulos 22
y 30).

b) Efectos de los déficit hidricos en procesos
fisivlogicos y metabolicoys

El efecto mds importante de, incluso, un estrés hidrico
suave es la reduccidn del crecimiento, sicndo cspecial-
mente sensible la expansion celular. Se sabe que la pre-
sion de turgencia de las células en crecimiento propor-
ciona la fuerza motriz para la expansién celular, pero la
tasa real de extensidn es controlada por la variacion en
el potencial hidrico (*F) y 1a extensibilidad () (ccua-
cion 2-22). Es probable que, en aquellos casos en que se
afecta el crecimiento de la parte aérea sin que simulta-
neamente se observen cambios en su estado hidrico. la
modulacién de esa alteracién pueda incluir alguna(s)
sefial(es) desde la raiz a la parte aérca. Durante estrés

suaves puede continuar la sintesis de materiales de la
parcd celular, de tal modo que el retraso en el creci-
miento durante un estrés corto, se¢ pucde superar tras la
recuperacion. La division celular, aunque resulta afee-
tada por el estrés hidrico, normalmente es menos sensi-
ble que la expansidn celular. Ademds de una inhibicidn
del crecimiento, los déficit hidricos modifican el desa-
rrollo y la morfologia vegetal. Asi, por ejemplo, la dife-
rente sensibilidad a la sequia dc las raices y las partes
afreas conduce a grandes aumentos en la relacion
raiz;/parte aérea. Otros efectos sobre ¢l desarrollo ve-
getativo incluyen la reduccidn del ahijamiento en gra-
mincas y la lerminacién precoz del crecimiento en ex-
tension de especies perennes, con la formacidn de
yemas en reposo. Los déficit hidricos también provocan
la abscision de hojas v frutes. especiaimente tras la de-
saparicion del estrés. Asimismo. no s6lo disminiye el
tamafio de las hojas como consecuencia de una dismi-
nucidn de la expansion y division celulares, sino que
también, al menos en ¢l trigo, sc reduce la proporcidn
de células epidérmicas que constituyen los cstomas y
aumenta el mimero de tricomas.

Los déficit hidricos también alectan al desarrollo re-
productor, necesitindose. en algunas especics, un pe-
riodo de sequia para estimular la iniciacién floral o pro-
vocar la emergencia de yemas florales ya diferenciadas
(véase Capitulo 25). En condiciones de sequia se ade-
lanta la tloracién en anunales y se retrasa cn perenncs.
Asi, por cjemplo, cn el trigo. déficit hidricos moderados
adelantan la floracion hasta en una semana. aungue con
disminucidn en ¢l ndmero de espiguillas. la fertilidad
del polen y la formacidn de granos,

El efecto de los déficit hidricos en el comportamiento
y heterogeneidad de la conductancia estomdtica va se
ha considerado anteriormente (Capitulo 3). La disminu-
¢ion en la tasa transpiratoria se acompafia sicmpre de
una disminucion en fa absorcion de CQ, y. por tanto, de
la fotosintesis. Los déficit hidricos también afectan a la
fotosintesis a través de sus consccuencias en los proce-
s0s enzimdticos, transporte electrdnico y contenido en
clorolila (véase Capitulo 30).

La regulacion de la transpiracion también es impor-
tante desde cl punto de vista del balance energético de
la hoja, en ¢l cual desempefian un papcl crucial los mo-
vimientos foliares (véase Capitulo 24). Asimismo. la
transpiracidn se reduce como consccuencia de la inhibi-
cion del crecimiento de la parte aérea (véasce apartado
anterior). Por el conirario, suele aumentar la capacidad
absorbente de las raices por unidad de superficie, al re-
sultar el crecimiento de la raiz menos afectado por el
estrés hidrico.

Practicamente todos los aspectos del metabolismo y
la cstructura fina cclular s¢ ven afectados por los déficit
hidricos (Cuadro 4-1). Entre los cambios mds caracte-
risticos hay que citar: incremento de las reacciones de-
gradativas en relacidon con las sintéticas, disminucion
de la sintesis de proteinas, aumento cn la concentracion
de aminodcidos libres, especialmente prolina (que pue-



Cuadro 4-1.
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Sensibilidad a los déficit hidricos de procesos o parametros vegetales (adaptado de

Azcon-Bieto y Talon, 1993)

Sensibilidad al estrés

sensible

Muy Relativamente
insensible

Y del tejido que afecta
al proceso

Proceso o parametro afectado ¢ MPa

—1.0 MPa —2.0 MPa

Observaciones

Crecimiento celular ¢y ————— - ----
Sintesis de pared (-) e
Sintesis de protefnas (-)

Formacion de protoclorofila (-)

Nivel de nitrato reductasa (-)

Acumulacién de ABA {(+) -

Nivel de citoquininas (-)

Tejido en crecimiento ripido
Tejido en crecimicnto rapido
Hejus ahiladas

Abertura estomatica (-) -

Depende de la especie

Asimilacién de CO,(-} R
Respiracion (-) -
Acumulacidn de prolina (+ ) ---
Acumulacion de azdcares (+)

Depende de la especie

" La longitud de das Mneas horizontales representa el margen de niveles de estrés en el cual un proceso empicza a afectarse. Las lineas

drscontinuas significan deducciones basadas en dutos mds imprecisos.
Los signos (+3 01

de llegar a un | % de la materia seca foliar en algunas
especies), glicina betaina. di y poliaminas y azdcares, lo
cual comporta cambios importantes en las correspon-
dientes actividades enzimdticas. Muchos de estos cam-
bios se pueden considerar como adaptativos pero, tre-
cuentcmente, es dificil distinguir entre cambios que son
consecucncia de lesion celular o tisular de los que re-
presentan auténtica aclimatacion (véase Capitulo 30).
Los tejidos sometides a estrés hidrico presentan una
disminucion en los grupos -SH, y un aumento cn la acti-
vidad peroxidasa v en la formacién de peréxido de hi-
drogeno. Sc¢ ha comprobado también que disminuye el
potencial reductor, lo que sugiere que los tejidos some-
tidos a estrés hidrico poscen un mayor estado de oxida-
cion. Ello provocaria deshidrogenacidn de las proteinas
y. por tanto, formacion de puentes disulfuro a partir de
grupos -SH. De esta manera. las proteinas adquinrian
un estado mas oxidado y. con ello perderian su activi-
dad. Este proceso de deshidrogenacion, a diferencia de
una mera deshidratacion, haria posible que las proteinas
fuesen inactivadas o activadas, dependiendo del estado
metabolico de los tejidos. Existen evidencias de que un
factor importante en la lesidn mediante desecacion ¢s la
lesion quimica debida a radicales libres (especialmen-
tc, radicales de oxigeno). El radical superdxide (O3)
asi como otros radicales de oxigeno se pucden producir
mediante una serie de reacciones cn las células, como la
autooxidacion de una seric de compuestos reducidos y
la reaccion de «Mehler» en los cloroplastos en los que
el (J,, en lugar del CO,, termina siendo el ltimo acep-

) indican aumento o disminucién en el parimetro o proceso.

tor para ¢l transporte electrénico (tal como puede ocu-
rrir cuando la asimilacidn es bloqueada por el estrés hi-
drico). Una vez tormado, el O, cxperimenta una reduc-
c16n para formar el radical hidroxilo (OH), muy lesivo,
que puede originar peroxidacion de lipidos y perdxido
de hidrégeno (véanse Capitulos 10 vy 30},

Por otra parte, la sequia puede inducir la transcrip-
cion de RNA mensajeros que codifican un gran niimero
de proteinas. las cuales no son sintetizadas en condicio-
nes de optima disponibilidad de agua. En los casos estu-
diados, muchas de eslas proteimas (shock proteins) son
también inducidas por el ABA (véase Capitulo 22). En
cste sentido, parece haber dos importantes cuestiones
no dilucidadas del todo. ; Todas las proteinas del estrés
hidrico son inducidas por acumulacidn de ABA en res-
pucsta a la sequia? ;la activacidn de genes inducibles
por el ABA depende de una activacion previa de los
genes por la pérdida de turgencia?

6.2. En situaciones de salinidad, sequia o
congelacion, en que resulta dificil
conseguir agua, las plantas presentan
caracteristicas especiales que les
permiten sobrevivir

Siempre que ¢l potencial hidrico del suelo desciende
considcrablemente, se hace mds dificil absorber agua y
las plantas se exponen al peligro de desccacion. El pro-
blema se prescenta con los suclos salinos, los suelos con-
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gclados y, naturalmente, los suelos secos de las zonas
aridas. En todas estas situaciones las plantas adquieren
caracteristicas especiales que les permilen sobrevivir.
Consideremos, en primer lugar, los aspectos relaciona-
dos con la escasez de agua en el suelo.

6.2.1. Aridez y sequia no significan lo mismo

Una regién arida es aquella en la que las precipitacio-
ncs son escasas o nulas v la humedad atmosférica ¢s
muy baja. Sin embargo, una regidn pucde tener un vo-
lumen total de precipitacién anual que en otra scria su-
ficiente para sostener un tapiz vegetal continuo y, oo
obstante, ser arida; en el segundoe caso, ¢l agua precipi-
tada, aunque escasa, es aprovechada fnlegramente, al
menos, durante el periodo vegelativo: en el primer caso,
intervienen factores ajenos a la precipitacion que limi-
tan considerablermente ¢l aprovechamiento del agua.
Entre estos factores destaca como més importante la
temperatura. que condiciona directamente la intensidad
de la evaporacién. Las temperaturas bajas atendan la
aridez y pueden hacerla desaparecer desde el punto de
vista bioldgico: por el contrario, las temperaturas eleva-
das, al intensificar la evaporacion, pueden causar aridez
atun en el caso de un mayor volumen de precipitacion.
En consecuencia, se deduce que la nocién de aridez es
relativa y su determinacion hay que hacerla combinan-
do los datos de precipitacidon con los de temperatura.

Desde el punto de vista tanto meteoroldgico como
ambicntal, podemos definir la sequia como la falta o
insuficiencia de precipitacidn durante un periodo largo.
que provoca un desequilibrio hidrolégico considerable
y, por tanto, restriccion en el suministro de agua. Sc
presenta cuando la evaporacion y la transpiracion exce-
den la precipitaciéon durante un tiempo considerable, y
constituye el azar fisico mis grave gue afecta principal-
mente a los cultivos, dado que la vegetacidn natural s¢
halla mds adaptada a esos hdbilal. Existen cuatro tipos
basicos de sequia:

¢) Sequia permanente. Caracteriza a los c¢limas
mas secos. La escasa vegetacion estd adaplada a
la aridez y es imposible una agricultura de aito
rendimiento sin riego continuo.

b) Sequia estacional. Se presenta cn aquellos chi-
mas que tienen estaciones anuales Huviosas y
secas bien defintdas. En estas condiciones. con-
vienc ajustar la siembra de manera que los culti-
vos se desarrollen durante la cstacion lluviosa.

¢) Sequia impredecible. Se refiere a un fallo
anormal en la precipitacion; se puede presentar
practicamente en cualquier lugar, pero ¢s mds
caracteristica de climas hdmedos y subhime-
dos. Ordinariamente, es breve e irregular y sélo
afecta a un drea reducida.

d) Sequia no aparente. Cuando por lemperaturas
altas y vientos fuertes se inducen tasas elevadas

de evaporacién y transpiracion, incluso las 1u-
vias frecuentes pucden no suministrar agua sufi-
ciente como para restablecer la cantidad perdi-
da, 1o que afecta también al rendimiento.

6.2.2. Existen dos tipos de mecanismos para
tolerar la sequia: evitacion y tolerancia a
los déficit hidricos en la planta

Las cspecies difieren entre si en el grado y periodo de
tolerancia a la sequia; generalmente, estas caracteristi-
cas guardan relacion inversa con la produccion de bio-
masd. Los diferentes mecanismos dc respuesta de la
planta que permiten aumentar la tolerancia a la scquia,
tales como el comportamicnto estomdtico, los cambios
morfoldgicos en la hoja, la osmoerrcgulacion y tas alte-
raciones en la relacion rafz/parte aérea ocasionan, al
mismo tiempo, reduccidn en su capacidad de produc-
cién. En un contexto agrondmico, un cultivar mas resis-
tente a la sequia es aquel que presenta una mayor pro-
duccién  bajo  estas condiciones quc  olro menos
tolerante. También se busca un cierto grado de csiabili-
dad en la produccién de un afio a otro como criterio de
tolerancia a la sequia. Por el contrario, en ecosistemas
naturales, una cspecic tolerante a la sequia es aquella
gue tiene la capacidad de sobrevivir y reproducirse en
un ambicnte relativamente scco. En este caso, la tole-
rancia a la scquia no sc basa, necesariamenic, cn una
productividad elevada. Por tanto, los mecanismos que
favorecen la lolerancia a la sequia en Lipicos monoculti-
vos pueden ser diferentes de los que se han selecciona-
do en ecosislemas naturales.

Las plantas que pucden vivir en ambientes sccos se
denominan xerdéfitas y la adaptacion dc una especie ve-
gelal a estos climas se conoce como xerofilia. Las xero-
fitas se presentan sélo cn situaciones de aridez, porque
su capacidad competitiva en lugarcs secos es mayor que
la de otras cspecies.

Existen grandes diferencias en la capacidad de las
plantas para tolerar la sequia. Algunas de estas diferen-
cias son consecuencia de adaptaciones en ta planta en-
tera, tales como sistemas radicales dispersos y profun-
dos; otras adaptaciones ticnen lugar a nivel de organo,
tates como hojas muy cutinizadas y buen control esto-
mdlico de la transpiracidn, mientras que otras, como el
ajuste osmatico vy la tolerancia a la desecacion se produ-
cen a nivel celular.

Las plantas de las regiones aridas se clasifican, en
funcion de las caracteristicas de los dilerentes nichos
ecoldgicos que ocupan, de la siguiente forma: las que
cscapan, tas que evitan y las que toleran la sequia. Sin
embargo, a la vista de la dificultad [recuente para cata-
logar una determinada cspecie vegetal en uno de los
tres grupos, quizds uno de los enfoques mds ltiles sea
centrarse en los mecanismos que contribuyen a la tole-
rancia a la sequia, reconociendo que una planta puede
poseer varios. Estos mecanismos se pueden clasificar
en dos tipos importantes: 1) evitacion del estrés; es de-




cir, aquellos mecanismos que minimizan la presencia
de déficit hidricos lesivos., y 2) tolerancia al estrés; es
decir, aquellas adaptaciones fisioldgicas que permiten
que las plantas contindcn funcionando. a pesar de la
presencia de déficit hidricos en las mismas {véase Capi-
tulo 30).

a)  Evitacion de los déficit hidricos en la planta

1. Escape a la sequia

Las plantas que poscen este mecanismo, como regla ge-
neral, no son resistentes a la sequin. La supervivencia
en los periodos secos solo requiere la produccion, debi-
damente programada, de semillas u drganos especial-
mente prolegidos de la desecacion. En csta categoria se
incluyen las plantas vasculares anuales de vida corta
(terofitas) que germinan despuds de lluvias muy inten-
sas y que rdpidamente completan su ciclo de desarrollo,
pasan la estacidn seca cn forma de semillas v no sufren
lesiones por desecacidn, Una adaptacion, aungue me-
nos extrema, s¢ encucnira cn muchas plantas de cultivo,
en las que los cultivares mds tolerantes a la scquia son
frecuentemente los que primero florecen y maduran,
evitdndose asi lo peor de la estacidn seca. Muchas de
estas especies anuales adelantan la floracidn si se las
somete 2 un déficit hidrico de forma prematura.

Otro grupo de plantas que poseen mecanismos para
escapar d la sequia son algunas gedfitas que poscen or-
ganos subterraneos repletos de agua (rizomas, tubéreu-
los, bulbos) y que pueden sobrevivir durante periodos
de sequia al estar protegidos de una pérdida excesiva de
agua. Cuando empicza la estacion lluviosa brotan inme-
diatamente, utilizando los hidratos de carbono almace-
nados, floreciendo v fructificando ¢n poco ticmpo.

2. Conservacion del agua

La forma mds corriente de regular ¢l equilibrio hidrico
y mantener la turgencia es reducir la pérdida de agua o
almacenarla. Entre los mecanismos mds frecuentes he-
mos de considerar:

Cierre estomdtico rdpido v complero.  Capacidad para
cerrar los estomas rdpida y completamente antes de que
las células se lesionen por desccacion.

Cuticula gruesa v muay impermeable. Posesion de ung
cuticuta gruesa y muy impermeable, recubierta frecuen-
temente por capas céreas o resinosas. En algunas xeré-
Mias, la resistencia cuticular al vapor de agua (r,) puede
llegar a scr de 120 s em ™'y esto guicre decir que una
ver cerrados los estomas, la planta pierde muy poca
agia.

Pérdidu de hojas.  Un bucn ¢jemplo es el de ia especie
Follquieria splendens que vive en el desicrio de Sono-
ra. esta planta produce hojas después de las Huvias,
pero las pierde cuando se limita el suministro de agua,
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quedando los nervios centrales y peciolos como cspi-
nas: puede producir varios lotes de hojas al aito y duran-
te los perindos desprovistos de hojas, existen células
verdes en el tallo gue mantienen una tasa fotosintética
baja.

Reduccion de lu transpiracion. A partir de la ecuacion
de la transpiracion (ccuacidn 3-2), y suponicndo que los
estomas estén abiertos (con lo cual se puede ignorar la
resistencia cuticular). hay dos posibilidades para redu-
¢ir la transpiracion: bien disminuir €] gradiente de con-
centracion o presién de vapor de agua, o bien aumentar
considerablemente la resistencia de la capa limite (r)).

La reduceién del gradiente de concentracion o pre-
sidn de vapor se consigue. fundamentalmente, median-
te modificaciones que disminuyen el gradiente térmico
entre las hojas y el aire. Las hojas pequefas disipan el
calor mas facilmente que las grandes, mediante corrien-
tes de conveccion, Las hojas dispuestas paralelamente a
los rayos solares, al igual que aqueilas de color verde
¢laro o brillante, absorben menos radiaciéon. Owo meca-
nismo que reduce eficazmente el gradiente de presion
de vapor es el desprendimiente de accites voldtiles. pro-
duciendo el olor aromitico lipico de muchas especies
mediterraneas. Los aceites aumentan la densidad media
del gas en la capa limite, y esto disminuye la tasa a la
cual s¢ difunde ¢l vapor de agua a su través, de la mis-
ma manera gue si hubicse aumentado la humedad del
aire.

Una modificacion estructural muy corriente en xerd-
fitas. que avmenta la resistencia de la capa limite por
encima de los poros estomaticos. es la disposicion de
los estomas en ¢l [ondo de criptas (p. ej.. Neriwn olean-
der). lo cual dificulta considerablemente el intercambio
de gases y. por tanto. de vapor de agua. Asimismo, mu-
chas xerdfitas poscen estomas confinados a una sola su-
perficie de la hoja y cuando desciende la turgencia fo-
liar, 1as hojas sc enrollan encerrando fos estomas en una
camara hdmeda v protegida.

Almacenamiento de agua.  En algunas plantas, et alma-
cenamiento de agua combinado con una tasa transpira-
toria baja permiten la supervivencia durante muchos
mcses sin Huvia,

El almacenamicento de agua es muy importante en su-
culentas desérticas que pueden sobrevivir durante va-
rios meses o, incluso. un aio o dos sin agua adicional,
sicndo su caracteristica mds manifiesta la presencia cn
hojas o tallos de tejido almacenador de agua muy va-
cuolizado. En dichas suculentas, ia pérdida de agua me-
diante transpiracion cs despreciable, debido a su cuticu-
la gruesa v al cierre estomdtico durante ¢l dia. Las
plantas de este tipo también suelen tener sistemas radi-
cales superficiales y ampliamente extendidos. que ab-
sorben el agua cuando la superiicie del suelo se moja
ocasionalmente con lluvias. En algunas especies, el
agua se almacena en drganos sublerrdancos. como en las
raices enormes de Welwirschia vy Pachyvpodium hispino-
sum del desierto sudafricano. En el caso de Adansonia
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digitata, el agua se almacena en cantidades considera-
bles en sus enormes troncos (varios metros de didmetro).

Las plantas CAM, con su ciclo estomitico invertido
y cuticulas gruesas, son especialmente cficaces porque
limitan la pérdida de agua cn condiciones de cstrés
{véasc Capitulo 12). A medida que el agua dispenible
en ¢l suelo se reduce, los estomas permanecen abiertos
durante periodos cada vez mas cortos, llcgando un mo-
mento en que se cierran por completo. En esta situa-
¢ién, las suculentas sobreviven reciclando el CO, respi-
ratorio, y sus cuticulas gruesas evitan, pricticamente,
toda pérdida de agua. Asi. por ejemplo, en el cuso de
una especie de Echinocactus se ha encontrado que, al
cabo de seis afios sin agua, la pérdida de peso fue menor
de un 30 %.

3. Mantenimiento de la absorcion de agua

Muchas plantas que tiencn €xito en hibital secos depen-
den del desarrollo de un sistema radical profundo y ex-
lenso que puede obtener agua de un volumen muy gran-
de de suelo o de una capa fredtica profunda. En el caso
de algunas especies (Acacia), las raices pucden penetrar
hasta 30 m antes de ramificarse en un suelo himedo.
Frecuentemente, estas freatéfitas no posecn adaptacio-
nes cspeciales que reduzcan la pérdida de agua en las
partes aéreas pero, por lo general, la raiz que atraviesa
¢l suelo muy seco suele estar cubierta de capas subero-
sas impermeables que restringen Ja pérdida de agua.

Algunas bromelidceas epifitas, especialmente espe-
cies de Tillandsia, consiguen agua a partir del rocio o ¢l
vapor de agua del aire. Estas cspecies se desarrollan
fundamentalmente en desiertos costeros en los gue hay
muy poci precipitacién, pero si nieblas y rocios fre-
cuentes, y poseen en ambas superficics foliares pelos
especiales que absorben el agua.

by Tolerancia a loy déficit hidricos en la planta

Existen varias maneras mediante las cuales las plantas
manticnen la actividad fisioldgica a medida que dismi-
nuye el contenido o el potencial hidrico:

1. Mantenimiento de la turgencia

Ajuste osmdtico. Cuando disminuye el potencial os-
mético de los tejidos en respuesta al desarrollo de défi-
cit hidricos internos, es importante separar el compo-
nente resultante de una concentracidn pasiva de solutos,
debida a deshidratacion del tejido. del originado por
una acumulacion activa de los mismos. Es a este (ltimo
caso de osmorregulacién al que se le denomina ajuste
osmético, para diferenciarlo de un mecanismo similar
al que se da en presencia de salinidad.

El ajuste osmdético posibilita asi el mantenimiento, en
condiciones de sequia. de la wurgencia y de los procesos

dependicntes de la misma, tales como expansion y cre-
cimiento celulares, abertura estomatica, fotosintesis,
ete. Por otra parte, retrasa el enrollamiento foliar v
mantiene el crecimiento de la raiz. También se ha de-
mostrado que, en condiciones limitantes de agua, cl
rendimiento es superior en aquellas variedades que
ajustan osmdticamente; los elevados rendimientos se
asociaron con mayor desarrollo de la raiz y mejor ex-
traccidn del agua. Ordinariamente. el ajustc osmotico
se presenta en plantas sometidas a un estrés lento. Los
solutos gque participan varian pero, por lo general, ade-
mids de iones inorganicos (especialmente K™y Cl )y
solutos orgdnicos cargados eléctricamente que se acu-
mulan en la vacuola, se sintetizan y acumulan en el ci-
loplasma moléculas orgdnicas sin carga especifica, que
no parece que afecten a las tunciones de las proteinas.
Estas moléculas reciben el nombre de solutos compati-
bles (también denominados citosobutos u osmolitos):
entre las angiospermas, los mds frecuentes son ¢l ami-
no —o, estrictamente, imino— Aacido prolina y com-
pucstos de amonio cualernario como la betaina. Asi,
por cjemplo, en Hordeum vuigare, la prolina s acu-
mula en el citoplasma en proporcién al grado de se-
quia en ¢l suelo y. en condiciones de sequia cxtrema,
pucde aparecer incluso en las vacuolas. Se ha obscrva-
do que en condiciones de sequia también se acumulan
otras sustancias, como azicares reductores, sacarosu v
pmitol,

Mdodule de elasticidad elevado,  El desarrollo adicional
de tejidos estructurales cn muchas plantas xeromarficas
origina células inexlensibles con un moédulo de elasti-
cidad (2) elevado {véase Capitulo 2). Esta caracteristica
permite a las células tolerar altas concentracioncs 0s-
mdticas, con la capacidad consiguiente de mantener la
lurgencia hasta valores muy bajos de Y.

2. Tolerancia a la desecacion

La tolerancia a la desecacion sc refiere a la capacidad
del protoplasma para soportar una gran pérdida de agua.
siendo esta caracteristica adaptativa y tipica de cada cs-
pecie. Los déficit hidricos provocan pérdida progresiva
de la turgencia protopldsmica y aumento ¢n la concen-
tracion de solutos. El resultado final de estos dos efec-
tos es la alteracion en la funcién celular y la aparicion
de lesiones en las estructuras protopldsmicas (membra-
nas en particular}. Las plantas varian extraordinaria-
mente ¢n relacién al grado de deshidratacion que puc-
den tolerar. En el caso dc plantas poiquilohidricas
(algas, liquenes, musgos. algunos helechos. semillas y
ciertas plantas superiorcs: estas ultimas dnicamente du-
rante su etapa vegetativa), el protoplasma puede sopor-
tar la deshidratacion casi completa, deshidratindose y
rchidratdndose de forma simultinea, sin sufrir lesion.
La mayoria de las regiones dridas tiene una gran abun-
dancia en liquencs que, en algunos casos, representan
las dnicas plantas capaces de vivir en dreas en las que,



aungue nunca llueve, puede existir una humedad at-
mosférica elevada y abundante rocio, capaces de acti-
var su metabolismo,

Existe un ndmero reducide de plantas vasculares en
las que los tejidos vegetativos muestran una capacidad
notablc para tolerar la desecacién. Estas plantas que
«resucitan» no poscen mecanismos especiales que im-
pidan la pérdida de agua o aumenten su absorcién: su
adaptacion principal a la sequia es la tolerancia a la de-
secacidn, y poseen una bioguimica celular especializa-
da que lo permite. En algunas especies, las enzimas, las
membranas cclulares y los pigmenios totosintéticos se
manticuen indemnes en el estado desecado. En otras, se
pierden algunos pigmentos y cnzimas e incluso las
membranas pucden desorganizarse, pero rdpidamente
son reparadas o resintetizadas tras la hidratacion.

Hay que decir, no obstante, que la mayoria de las
plantas terrestres son homechidricas. 5i bien durante
alguna ctapa de su ciclo vital (semilla, rizomas o tallos
sin hojas) pueden soportar potenciales hidricos muy ba-
jos. durante la mayor parte del desarrollo, su protoplas-
ma no puede tolerar polenciales hidricos bajos sin sufrir
lesiones. Las semillas de las plantas homeohidricas, al
final de su desarrollo, se desecan hasta un contenido
hidrico de un 10 % o menos. Hace afios se descubrio
que la desecacion sc acompafia de un aumento en ¢}
nivel de ABA. el mismo regulador gue se acumula en
las hojas cuando disminuye la turgencia (véase aparta-
do 6.1), esto provoca cambios esenciales para una dese-
cacion «segura», es decir, reversible. El cambio mds
importante parece scr la activacion de un gen responsa-
ble de la sintesis de una «proteina de deshidratacion»
especifica, cuya caracteristica principal es gue no tiene
regiones hidréfobas. Los mutantes del maiz que no sin-
tclizan csta proteina poseen semillas que no desecan,
sino gque germinan en la mazorca, un fendmeno deno-
minado «viviparismo» que se presenta naturalmente en
muchas plantas alpinas y de la tundra. Se sabe que esta
proteina se sinletiza también en raices v hojas de plan-
tulas sometidas a una deshidratacidn lenta.

Como va se ha mencionado en este apartado, existe
una serie de solutos especialmente ¢ficaces a la hora de
proteger las proteinas citoplasmicas y las membranas
celubares de fa desecacidn. Los déficit hidricos, al igual
que otros estreses ambientales, tienden a desviar el po-
tencial redox celular a un estado mds oxidado y a
aumentar las concentraciones de radicales ibres, cam-
bios ambos, lesivos (véasc Capitulo 30}, No obstante.
las plantas poseen una serie de mecanismos antioxi-
dantes que las protegen contra la produccion de radica-
les de oxigeno, como son: a) reductores sclubles en
agua, tales como los compuestos que contienen tiol (p.
ej.. glutatidn) y el ascorbato, y b) vitaminas solubles en
grasas, tales coma x-tocoferol y fi-caroteno: y ¢) antio-
xidantes enzimdticos tales como la catalasa y superdxi-
do-dismutasa. Aunque hay datos que sugieren que las
diferencias en tolerancia a la sequia pueden radicar en
una expresion diferencial de estas enzimas, se requiere
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mds investigacion antes de formular unas conclusiones
claras.

6.2.3. La eficiencia en el uso del agua y Ila
tolerancia a la sequia no suelen estar
relacionadas

Cuando el suminisiro de agua es limitado, resulta im-
poriante considerar la eficiencia en el uso del agua,
WUE (Water Use Efficiency), en términos de materia
seca producida por umdad de agua utilizada en la eva-
potranspiracion (véase Capitulo 3). Frecuentemente,
WUE vy tolerancia a la sequia se toman como sinoni-
mos, si bien, en la mayoria de los casos, no ticnen rela-
ci6n entre si. La WUE se refiere a un pardmetro de pro-
duccidn, y un objetivo importante de la investigacion
en esta drea consiste en alcanzar una elevada WUE
manteniendo, al mismo tiempo, una elevada productivi-
dad. Por el contrario, al analizar la resistencia a la sc-
quia, el énfasis se pone, como hemos visto anleriormen-
te, en la supervivencia durante un periodo de bajo
suministro de agua. De hecho, la capacidad para sobre-
vivir a intensos déficit hidricos suele estar negativa-
menie relacionada con la productividad.

Actualmente, hay gran interés en la posibilidad de
aumentar la tolerancia a la sequia y la eficiencia en el
uso del agua mediante mejora vegetal y manejo mds
adecuado de los cultivos. Un objetivo deseable, aunque
dificil de conseguir, scria que se pudiesen obtener com-
binaciones de caracteristicas que aumentascn la tole-
rancia a la deshidratacion y la eficiencia en el uso del
agua, sin pérdidas en el rendimiento.

6.2.4. Las haldfitas toleran la salinidad porque
alcanzan potenciales hidricos muy

bajos mediante osmorregulacion

En la mayoria dc los suelos, el potencial osmdtico no es
lo suficientemente bajo como para inhibir la absorcion
de agua por las rajces. desencadenando un déficit hidri-
co importante en la planta. No obstante, existen situa-
ciones en las que la concentracion de sales en ¢l suelo
llega a ser tan elevada que impide o disminuye la absor-
cidn de agua, provocando una condicidn denominada
sequia osmotica. Este efecto de los solutos disueltos es
similar al de un déficit hidrico edafico. Algunas plantas
que se desarrollan en suclos salinos se pueden ajustar
asmdoticamente y, de esa manera, impiden la pérdida de
turgencia.

No obstante, a esla sequia osmética hay que anfadir ¢l
efecto de iones especificos, cuando se acumulan en las
células concentraciones lesivas de Na*, Cl o SOf:.
En condiciones no salinas, el citosol contiene 100-200
mM de K' v | mM de Na*, un ambiente idnico en el
cual pueden funcionar Sptimamente muchas enzimas.
Una relacién anormalmente elevada de Na* a K ' y al-
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tas concentraciones de sales tolales, mactivan las enzi-
mas ¢ inhtben la sintesis de proteinas.

La fotosintesis es inhibida cuando concentraciones
elevadas de Na™ y C1~ se acumulan cn los cloroplastos.
Puesto que el transporte electronico fotosintético parc-
ce ser poco sensible a las sales, es posible gque se vean
mas afectados el metabolismo del carbono o la fototos-
forilacion. Enzimas extraidas de especies tolcrantes i la
salinidad (haléfitas) son tan sensibles a la presencia del
NaCl como las enzimas de especics sensibles (glicofi-
tas). Por tanto, la resistencia de las haldfitas a las sales
no ¢s consecuencia de un metabolismo resistente a la
salinidad.

Las plantas evitan la lesion por sales mediante exclu-

sion de iones en las hojas o mediante su compartimen-
tacién ¢n las vacuolas. En el caso de plantas scnsibles,
la resistencia a niveles moderados de salinidad en el
suelo depende de la capacidad de las raices para impe-
dir la absorcidn de ioncs potenciatmente dafiinos (véase
Capitulo 7). Los iones Na™ pueden entrar en las raices
pasivamente (siguiendo un gradiente decreciente de po-
tencial electroquimico) y, por tanto, las células de las
rafces han de utilizar encrgia para un transporte activo
que devuelva el Na™ a la solucidn externa. Por el con-
trario, la membrana plasmitica de la raiz ¢s muy poco
permeable al CI™. Algunas haldfitas pertenecientes a
los géneros Tamariy y Atriplex no excluyen los iones a
través de la raiz, sino que, por el contrario. poscen gldn-
dulas salinas en las superficies de las hojas. Los jones
son transportados a estas glindulas, en las que las sales
cristalizan y dejan de ser lesivas.

Cuando las sales son excluidas de las hojas, las plan-
tas wtilizan sustancias orgdnicas para disminuir el po-
tencial osmdético del citoplasma y la vacuola v, asi, con-
seguir disminuir el potencial hidrico foliar. Entre estos
componentes orgdnicos que no interfieren cn ¢l meta-
bolismo celular a concentraciones elevadas se encuen-
tran la glicina betaina, la prolina, el sorbitol, la sacaro-
sa, etc. La cantidad de carbono utilizada para la sintesis
de estos solutos organicos puede ser elevada. En ta ve-
getacion natural esta desviacion del carbono no afecta a
la supervivencia, pero ¢n cultivos puede reducir la pro-
duccion.

Muchas haléfitas absorben jones y los acumulan en
las hojas. No obstante, estos iones son secuestrados en
las vacuolas de las células foliares, con lo que contribu-
yen al potencial osmdtico celular sin lesionar las enzi-
mas cloroplésticas y citosélicas sensibles a la salinidad.
En estas hojas, se mantiene el equilibrio hidrico entre el
citoplasma y la vacuola acumuldndose en el citoplasma
compuestos organicos como prolina o sacarosa. Debido
a que el volumen del citoplasma en una célula adulta
vacuolada es pequefio comparado con ¢l volumen de la
vacuola, la cantidad de carbono necesaria para la sinte-
sis de compuestos orgdnicos es mucho menor en estas
plantas que en las que excluyen sales.

La exposicidén a NaCl o ABA induce la sintesis de
proteinas. Especialmente importante parece ser una

proteina de bajo peso molecular denominada osmotina,
asociada a un aumento cn la tolerancia al NaCl. En cul-
tivo de tejidos ha sido posible aclimatar células de plan-
tas de naranjo y tabaco para tolerar concentraciones
elevadas de sales. Durante esta aclimatacién se han de-
tectado. mediante electroforesis en gel, varias proteinas
sintetizadas de nove. Si se tratan las células con concen-
traciones bajas de ABA. antes de exponcerlas a concen-
traciones elevadas de sales, anmenta extraordinaria-
mente su capacidad de aclimatacion. Ademads, et ABA
cstimula la sintesis de una o mas proteinas que, aparen-
temente, son las mismas que se inducen durante la acti-
matacion al NaCi. De esta manera, parece posible gue
el ABA pucda desempeiiar algin papel en la aclimata-
cion. En plantas intactas, las elevadas concentraciones
de sales aumentan los niveles de ABA en las hojas. Esta
respuesta a la salinidad es similar al aumento en la pro-
duccidn de ABA por las raices y su transporte a la parte
adreq, ya descrito anteriormente en relacidn con ¢l déli-
cit hidrico edifico (véase también Capitulo 22).

6.2.5. Las plantas expuestas a temperaturas
muy bajas experimentan sequia por
congelacicén

Es frecuente observar que, después de un perfodo de
gxposicion a temperaturas muy bajas, las hojas pertene-
cientes a especies vivaces de alta montaiia se marchitan
irremisiblemente. Esto ocurre asi porque experimentan
sequia por congelacién, siluacidn que se presenta
cuando el suclo congelado. o xilema congelado y blo-
queado, impide que ¢l agua alcance las hojas. Incluso
con los estomas cerrados, las hojas pueden perder sufi-
ciente cantidad de agua a través de la cuticula como
para disminuir la tergencia. Por tanto, en regiones frias.
las especies vivaces suclen poseer caracleristicas xero-
fiticas como cuticulas gruesas y posibilidad dc cierre
estomdtico completo, combinadas con capacidad para
tolerar ta desecacién parcial.

Por otra parte, ¢l paso del agua desde las células vi-
vas hacia los espacios intercelulares, una especie de
deshidratacidn controlada, suele ser esencial para so-
brevivir a la congelacion, al impedir la formacion de
cristales de hiclo en cl interior de las células. En los
cspacios intercelulares se pueden formar grandcs crista-
les de hielo, retornando el agua a las ¢élulas cuando
aquéllos se funden. De esta manera, la capacidad para
tolerar la congelacién se acompafia de cambios en la
bioquimica celular que se desarrollan lentamenic du-
rante el otofio, en un proceso que se describe como acli-
matacion al frio (véase Capitulo 30).

Al igual que en los casos de tolerancia a la salinidad
y a la sequia, cs importante destacar el papel que de-
sempeian los solutos compatibles que aparecen en mu-
chas plantas durante la aclimatacidn al frio y que, en
esle caso, reciben el nombre de crioprotectores.



La aclimatacion al frio puede ser inhibida por facto-
res tales como la elevada fertilizacion nitrogenada o la
poda, quc estimulan el crecimiento de la planta. Las
plantas varfan en su grado de achimatacion y no todas
pueden lograr resistencia a la congelacion. Ello es de
tmportancia considerable en agricultura, Asi. por ejem-
plo, los cereales de invierno. que producen hasta un
40 % mds que las variedades de primavera, no se pue-
den sembrar en muchas regiones mids frias debido a su
limitada tolerancia al frio. St se pudicse aumentar su
tolerancia, el impacte seria enorme en la produccion
mundial de alimentos.

6.2.6. En condiciones naturales, las plantas
se encuentran sometidas a estres
multiples

l.a mayor parte de la investigacién sobre cl efecto de
los factores ambientales en las plantas se ha centrade.
hasta ahora, en las respucstas y adaptaciones a factores
aislados del ambiente pero, en cendiciones naturales,
las plantas se encuentran sometidas a estreses mualtiples
{véanse Capitulos 13 v 30). Hay que tener en cuenla
que los efectos de los factores ambientales en interac-
cién no suelen ser aditivos. Asi, por cjemplo, en ta
especie mediterrinca Nerium oleander, la lesion por
luz intensa o fotoinhibicion aumenta extraordinaria-
mente cuando se acompaia de déficit hidricos.

Si bien la caracteristica mds importante de una region
arida es que la precipitacion es escasa o nula y la hume-
dad atmosférica es muy baja. hay otros factores para los
cuales también se requiere la adaptacion. por ¢jemplo,
elevadas temperaturas, altas intensidades luminosas. re-
ducida disponibilidad de nutrientes. elc.

Por otra parte, condiciones ambientales, como se-
quia, salinidad, inundacion, altas temperaturas, alta de-
manda de evaporacion en la atmadsfera y frio, pueden
conducir o asociarse a pérdida de turgencia en ¢l tejido
vegetal. Parece, por tanto, probable que las respuestas a
eslos estreses ambientales puedan ser gencrales v co-
munes 4 las observadas en el caso de estreés hidrico
(véasc Capitulo 30). De hecho. las investigaciones so-
bre proteinas de choque (shock proteinsy revelan la
existencia de proteinas comunes, independientemente
de la especie vegetal o del tipo de estrés.

RESUMEN

La absorcion de agua por las raices depende de la natu-
raleza y las propiedades hidriulicas del sistema radical,
asi como de las propiedades vy el estado hidrico del sue-
lo v, en general. de las condiciones ambientales. La ab-
sorcion de agua en plantas con transpiracion baja puede
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set de origen osmotico, pero en plantas con transpira-
cion intensa es, cn gran medida, un fendémeno pasivo.
La absorcion de agua debida a fuerzas osmdticas es res-
ponsable de la presion de raiz.

El transporte de agua en la planta estd regido por los
gradientes de potencial hidrico y por las caracteristicas
anatémicas del xilema que controlan las propicdades
hidraulicas. La capacidad del flujo en capilares seme-

jantes a conductos xilemdticos aumenta a razon de la

cuarta patencia del radio, Por tanto, elementos xilema-
ticos amplios poseen un caudal muy alto. Las tensiones
clevadas, la congelacion del agua en el xilema o la ac-
cidn de ciertos patégenos pueden inducir ruptura de
las columnas de agua v embolias en los conductos xi-
lemadticos. Se constdera que fa formacion de embolias
bajo tension estd relacionada con el tamaiio de los po-
ros en las punteaduras. La susceptibilidad a la cavita-
cion y la tolerancia al embolismo son factores que han
inlluido en el tipo y la distribucion de las plantas terres-
tres en relacion con la tolerancia a la sequia y la conge-
lacidn.

A medida que aumenta la transpiracion, la pérdida de
agua excede su absorcién, lo gue origina una disminu-
cion del potencial hidrice. La causa de dicho retraso en
la absorcidn es la resistencia elevada a nivel de las
membranas de las células radicales. Cuando la radia-
cion solar es variable, ¢ potencial hidrico foliar tluctia
durante ¢l dia, incluse con buena disponibilidad de
agua. En condiciones de sequia, disminuye considera-
blemente el potencial hidrico, si bien su variacién diaria
se puede reducir a medida que se anula la transpiracion
como consccuencia del cierre estomdtico. Seglin su hd-
hitat y caracteristicas funcionales. existen plantas hi-
droestables, que varian muy poco su balance hidrico
durante el dia, y plantas hidroldbiles que toleran gran-
des variaciones en ¢l polencial hidrico. El déficit hidn-
co es el faclor mds importante causante de la reduccion
en el crecimiento; s¢ pucde producir en diferentes situa-
ciones: sequia, bajas temperaturas edificas, salinidad vy
escasa aireacion del suclo, en combinacidn con factores
que estimulan la transpiracion. Las cspecies ditieren
cntre i en el grado, los mecanismos v el periodo de
tolerancia a la sequia. En muchos casos se acumulan
solutos (ajuste osmotico) y aparccen proteinas espectfi-
cas que son inducidas rdpidamente bajo los clectos del
estrés. En general, los mecanismos que permiten mayor
tolerancia a la sequia ocasionan reduccion en la capaci-
dad de produccién. La relacién entre las caracteristicas
hidricas de la planta y los fenémenos metabolicos, la
naturaleza de los sensores primarios, los cambios en la
expresion génica que caracterizan la adaptacion de las
plantas a los diferentes cstrés ambientales relactonados
con pérdida de turgencia, asi como los efectos de la in-
teraccidn entre {actores ambientales maltiples son as-
pectos de creciente atencidn en la investigacion.
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PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Con los datos disponibles calcular el potencial hidrico,
expresado en MPa, en las siguientes zonas del SPAC:
suelo, raiz, hoja y atmdsiera.

- Aire

HR =38%
Temperatura = 25 °C

Piasmolisis incipiente en manitol 1 m

Hoja
/ Volumen de plasmolisis = 91%
del volumen actual
Presién de turgencia actual = 0.73 MPa

--——— Suelo Regado a capacidad de campo

Jugo celular congela a -151 °C
Presicn de turgencia 1.7 MPa

-=—— Haiz

Considérese m no sustituible por M
R=831J°K maol'

2. Sugieru explicaciones para las afirmaciones siguientes:
d) Las plantas en maceta expuestas al sol se pueden mar-
chitar si se ricgan al mediodia con ugua muy tria.
Las plantas de jardin o en maceta que se desarrollan
de forma natural en hdbitat sombrios con frecucncia
se marchitan a pleno sol, incluso si el suelo estd hu-
medao.
Muchas plantas de jardin son mas susceptibles a la
sequia y se desarrellan con mds dificultad en lugares
con viento que en zonas protegidas.

b

—_—

lg]
—

3. Explique ¢cémo es posible que el agua s¢ mueva hasta la
parte superior de un drbel de 100 m de alto pere. en cam-
bio, una bomba mecinica no puede succionar agua hasta
una altura supertor a 10.3 m. ;Qué es lo que impide que
se rompa la columna de agua en un drbol? ; En qué condi-
ciones se pucde romper la columna de agua y. si se rom-
pe. como se restublece?

4. ;Cudl se pucde considerar como mejor mecanismo para
tolerar el estrés hidrico: un aumento o una disminucidn
del modulo de clasticidad. &7
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CAPITULO

TRANSPORTE EN EL FLOEMA

Amparo Garcia Luis y José Luis Guardiola

1. El floema como sistema conductor. 2. Estructura del floema. 3. Sustancias transportadas en el floema. 4. El movimiento
de fotoasimilados. Fuentes y sumideros. 5. Mecanismo de transporte. 6. Longevidad e inactivacion de los tubos cribosos.

1. EL FLOEMA COMO SISTEMA CONDUCTOR

LLa nceesidad de un sistema de transporte a larga distan-
cla para ¢l movimiento de las sustancias organicas cs
consecuencid de la especializacién funcional. En los or-
ganismos folosintéticos mads primitivos, unicelulares o
talofitos, todas las células realizan la fijacion fotosinté-
tica del carbono por lo que los lugares de sintesis y de
utilizacién estin muy proximos y el transporte no repre-
senta un problema. En las plantas vasculares, por el
contrario, los fotoasimilados producidos en las hojas
(véase Capitulo 11) se transportan a oiros drganos (fru-
tos, raices y zonas de almacenamiento} a distancias que
oscilan entre unos centimetros y varias decenas de me-
tros. Ni los procesos de difusion, ni el transporte célula
a célula permiten mover con eficacia las sustancias a
distancias tan considerables. En la cuantia en que este
transporte liene lugar, solamente es posible si los solu-
tos recorren aquellas distancias arrastrados por el agua
en el lumen de conductos especializados, al igual que
los elementos minerales absorbidos por las raices se
transportan en sentido acrdpeto en los vasos del xilema
arrastrados por la corriente transpiratoria, o la glucosa
se distribuye en los organismos animales en el plasma
de la sangre.

1.1. Los experimentos de anillado
permitieron establecer que los
fotoasimilados se transportan en el
floema

Los estudios sobre el transporte de los fotoasimilados
se remontan a los experimentos de anillado realizados
por M. Malpighi a mediados del siglo XVI11. En el tron-
co y las ramas de las plantas lefiosas es factible separar

la corteza del lefio en la zona del cambium vascular, y
cste autor comprobd que la climinacidn de un anillo de
corteza alrededor de la base del tallo no tiene un efecto
inmediato en el transporte ascendente de agua en el xi-
lema. por lo que la planta no se marchita, al mismo
tiempo que provoca un hinchamiento caracteristico de
la corteza en la region inmediatamente por encima del
anillado (Fig. 5-1).

En 1928, Mason y Maskefl demostraron que este tra-
tamiento interrumpe ¢l transporte basipeto de aziicares
{fundamentalmente sacarosa) que tiene lugar en la capa
mds interna de la corteza, constituida por el floema se-
cundario, lo que provoca la acumulacion de carbohidra-
tos por cncima de la regidn anillada y su agotamiento
por debajo de ella. Como Hartig habia demostrado que
los elementos cribosos forman un conducto celular con-
tinue que, cuando se corta, secreta un fluido con un
contenido en azucares de hasta el 33%, y ¢stos son nu-
merosos en el floema, se supuso que el transporte tiene
lugar en su lumen.

Estas observaciones permiticron establecer la fun-
cion del floema en el transporte de los azicares y otras
sustancias orgdnicas y minerales, y determinar algunas
de las caracteristicas del transporle, como son:

— la existencia de un conducto constituido por célu-
las vivas;

— la elevada concentracion de azicares en la solu-
cidén de transporte;

— la presién positiva, superior a la atmosférica, a la
que se encuentra ese contenido; y

— el sentide basipeto del transporte, opuesto a la co-
rriente transpiratoria, en la basc del tallo,

extremos que han sido confirmados posteriormente uti-
lizando técnicas mds precisas.

65
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Figura 5-1. A) Diagrama de los experimentos de Malpighi. La separacion de un anitlo de corteza en el tallo o la base de una
rama de una planta lenosa (izquierda) interrumpe el transporte basipeto de nutrientes y hormonas provocando la prolifera-
cion de los tetidos inmediatamente por encima del corte (derecha). B) En la practica agricola, esta operacidon, denominada
anillado, se realiza can cuchillas, como la mostrada en la fotografia, gque con un corte circular eliminan un anillo de corteza
de la anchura deseada. La acumulacion de carbohidratos en la porcién distal de la rama respecto al corte aumenta el cuajado
y el crecimiento del fruto. Si la anchura del anillo no es excesiva, el callo cicatricial que se forma a partir de la parte superior
permite la regeneracion de los tejidos eliminados restableciendo las conexiones vasculares. C} Aspecto de una rama de
melocotonero mostrando el lefio intacto en 1a region recién anillada. Inmediatamente sebre el anillo se aprecia la cicatriz del

anillado realizadeo el ano anterior.

1.2. Las técnicas autorradiograficas
demuestran que el transporte se realiza
en los elementos cribosos

La funcion de los tubos cribesos en el transporte de
foteasimilados es una conclusion 16gica de los experi-
mentos descritos, pero no queda demostrada de un
modo fehaciente y, durante algin tiempo, fue cuestio-
nada por consideraciones anatomicas y ultraestructura-
les. Su didmetro, que normalmentc no supera los 10 ym,
es considerablemente menor que el de los elementos
traqueales o los vasos sanguincos de los amimales, lo
gue, unido a la presencia de citoplasma, aumenta consi-
derablemente la resistencia al movimiento de los flui-
dos en su lumen y reduce su capacidad de transporte.
Ademids. en las primeras obscrvaciones ultraestructura-
les. las placas cribosas se mostraban obturadas por calo-
sa y diversos componentes ciloplasmaticos, lo que re-
sulta incompatible con la funcidn propuesta.

La demostracion de que el transporte tiene lugar en el
lumen fue posible con la disponibilidad de marcadores
radiactivos a partir de la década de los cuarenta, me-
diante el uso de técnicas autorradiogrificas. Despuds de
la exposicion de una hoja durante un tiempo corto a una

atméstera con *CO., los lotoasimilados marcados que
se transportan en el peciolo o el 1allo se inmovilizan
mediante una congelacion rapida (p. ej., sumergiendo ¢l
tejido en nitrégeno liquido) v se visualizan incubando
secciones ultrafinas del tejido con una capa de emulsion
totogrifica (Fig. 5-2). Si el tiempo transcurrido desde la
presentacion del “CO, hasta la fijacién cs suficiente-
mente corto, la radiactividad se localiza exclusivamen-
te en los elementos cribosos (y en sus células de com-
paiifa). demostrando asi su funciéon como canal de
transporte de los fotoasimilados, Cuando el ticmpo de
transporte se prolonga. la radiactividad se encuentra
también en las células del parénquima en la vecindad de
los elementos cribosos. Ademds de su funcidn en el
transporte longitudinal a larga distancia, los elementos
cribosos proporcionan lotoasimilados y otras sustancias
a los tejidos que los rodean, lo que permite ¢l manteni-
micnto de sus funciones vitales.

Por dltimo, el sellado de las placas cribosas con calo-
sa que se apreciaba en las primeras observaciones ul-
traestructurales, se considera un artefacto provocado
por la manipulacion de las muestras. Ios elementos cri-
bosos son estructuras muy labiles y extremadamente
sensibles a cualquier manipulacion, que provoca rdpi-
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Figura 5-2. Demostracion microautorradiografica del
transporte en el lumen de los tubos cribosos del tallo de
Vicia faba. Tras la exposicion de una hoja a una atmdosfera
con “‘COQ durante 35 minutos, los fotoasimilados radiacti-
vos {puntos negros) se localizan unicamente en el fumen de
los tubos cribosos. Reproducido de Eschrich, W. y Fritz, F.
{1972). {En Microautoradiography and Electron Probe
Analysis. Their Application tc Plant Physiology. Luitge, U.
(ed.), Springer Verlag.)

dos cambios degencrativos y pérdida de su tuncionali-
dad. Esta labilidad hace muy dificil las investigaciones
sobre su funcionamicnto y la caracterizacion de su ul-
traestructura. No obstante. la mejora de las téenicas de
microscopta electronica ha permitido establecer que, en
condiciones naturales, los poros de las placas cribosas
cstdn normalmente abtertos.

2. ESTRUCTURA DEL FLOEMA

La presencia de elementos cribosos es la caracteristica
distintiva del floecma. Junto a éstos se encuentran, cn
proporcion variable, células parenquimaticas, tibras y.
en algunas especies, laticiferos. Solaumente los elemen-
tos cribosos estdn implicados directamente en el trans-
porte. No obstante, algunas c¢élulas parenquimdticas
estan estrechamente relacionadas con los elementos cri-
bosos, interviniendo en la regulacion de su metabolis-
mo y en la carga de los fotoasimilados.

En el floema de las angiospermas, el canal de trans-
porte es el tubo cribose, seric longitudinal de clemen-
tos cribosos unidos por sus paredes terminales, prolun-
damente perforadas formando las placas cribosas (Fig.
5-3). Cada una de las células del tubo criboso recibe el
nombre de elemento de los tubos. En ¢l floema prima-
rio, el tubo criboso se forma a partir de los clementos
del procambium, y su diferenciacién procede en sentido
acropeto de modo gradual hasta la inmediata vecindad
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Figura 5-3. Placa cribosa en la pared de separacion de
dos elementos cribosos. A) Vista frontal de una placa cri-
bosa de Cucumis melo al microscopio optico. B) Seccion
transversal de una placa cribosa de Cucurbita maxima ob-
servada con microscopio electronico. En la preparacion,
fijada por inmersién en nitrogeno liquido, se observan los
poros rodeados por un depdsito de calosa pero abiertos y
libres de proteina floematica, que se encuentra en el lu-
men celular en forma dispersa. Se observan plastos con
almidoén en los elementos de los tubos, Reproducido de
Anderson, R. y Cronshaw, J., J Ultraestr Res, 29:50-59,
1970.

de los merisiemos apicales. En el floema secundario,
los tubos cribosos se originan por la diferenciacion si-
multdnea de una seric longitudinal de derivadas fusilor-
mes del cimbium, que se extienden del apice del tallo y
las hojas hasta el extremo de la raiz. Caracteristicamen-
te, los clementos de los tubos tienen entre 100 y 500 pm
de longitud y 5 a 20 um de espesor.

En las gimnospermas v las pleridofitas, los elemen-
tos cribosos, notablemente alargados, no cstin ordena-
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dos en filas. Estos elementos, que reciben el nombre de
células cribosas, estan intcrconectados por dreas cri-
bosas en las paredes laterales adyacentes (Fig. 5-4).
En el sistema axial de la planta (tallos, rafces, pecio-
los y pedinculos), los tubos cribosos se ordenan parale-
lamente respecto al eje de los érganos. En el floema
secundario del tallo de las angiospermas, los tubos cri-
bosos representan entre el 20} y el 80% dc la seccidn
transversal del tejido. En los érganos laterales (hojas v
frutos}, los tubos cribosos forman con frecuencia un re-
ticulo intensamente anastomosado. En las hojas, los te-
jidos vasculares se asocian a otros tipos celulares, for-
mando las venas, y frecuentemente estan rodeados por
una o varias filas de células muy compactas que consti-
tuyen la vaina del haz. La distancia intervenal tiene un
valor medio de 130 pum, lo que facilita cl transporte des-
de las células del mesdfilo a los elementos cribosos.

2.1. La estructura de los elementos cribosos
esta adaptada para el transporte

Observados con el microscopio electronico, los ele-
mentos cribosos parecen casi desprovistos de conteni-
do, en marcado contraste con la estructura rica en orga-
nulos de las células parenquimdticas vecinas. Esta
estructura, aparenternente muy simple, ¢s ¢l resultado
de un proceso de diferenciacion a partir de las derivadas

Figura 5-4. Areas cribosas en las paredes laterales de las
células cribosas del floema inmaduro de la raiz de Picea
abies. Algunas de ellas todavia presentan el nucleo y pe-
quefas vacuolas. Reproducido de Sieve Elements. Compa-
rative Structure, Induction and Development, Behnke, H. D.
y Sjolund, R. E. (eds.), Springer-Verlag, 1990, por cortesia
del Dr. Schulz.

del cambium que resulta en su adaptacién para cl flujo
de una solucién en sentido longitudinal.

La dilerenciacidn de esta estructura ticne lugar en
una sccuencia bien definida. Las derivadas del cam-
bium tienen un nicleo prominente, abundantes mito-
condrias, plastos. ribosomas y dictiosomas, un reticulo
endopldsmico bien desarrollado y una vacuola clara-
mente distinguible rodeada por el tonoplasto. El primer
signo de diferenciacién es la presencia de plasmodes-
mos muy destacados en las regiones en que se formaran
dreas cribosas. Los poros se forman por el ensancha-
miento gradual de las punteaduras, que se rellenan tran-
sitoriamente con calosa (f1-3 glucano), mientras la pa-
red se cngruesa considerablemente por el depdsito de
capas ricas en celulosa con propiedades refractivas ca-
racteristicas (capa nacarada). El tonoplasto se degra-
da, por lo que desaparece la vacuola. Finalmente se
abren los poros por la disolucion de la calosa, degenera
el nicleo y desaparecen los dictiosomas y los ribosomas.

Los elementos cribosos maduros carecen, por tanto,
de muchas dc las estructuras celulares, habiendo perdi-
do la informacion genética y la capacidad de sintesis de
proteinas. De pared a menudo engrosada, pcro nunca
lignificada, tienen plasmalema y conservan milocon-
drias modificadas, plastos y algo de reticulo endoplas-
mico liso, que se sitlia siempre en posicion parietal. En
la mayor parte de las anglospermas se encuentran pre-
sentes distintas formas filamentosas o globulares de una
proteina denominada proteina P; esta proteina no se
ercuentra en gimnospermas ni en ciertas monocotiledd-
neas {Fig. 5-3).

Caracteristica distintiva de los elementos cribosos
maduros, ¥ de la que deriva su nombre, ¢s la presencia
de dreas cribosas, regiones con numerosos poros de
gran didmetro (Fig. 5-3). Son particularmente promi-
nentes en las paredes transversales de los clementos de
los tubos cribosos (placas cribosas) en que los poros,
de un didmetro entre (.1 ¥ 5 um, ocupan cerca del 50 %
de 1a superficie de la pared. Aunque en algunas prepara-
ciones estos poros estan obturados por calosa hoy sc
considera que ¢stdn normalmente despejados, como se
indicé anteriormente, permitiendo ta continuidad cito-
pldsmica entre los elementos cribosos contiguos.

2.2. Células parenquimaticas especializadas
se asocian a los elementos cribosos

Los elementos de los tubos normalmente s¢ asocian a
células parenquimdticas especializadas denominadas
células de compaitia, que se originan mediante una di-
vision longitudinal desigual de las iniciales del cam-
bium, previa a la diferenciacién del elemento del tubo.
Estas células, de citoplasma muy denso, numerosas mi-
tocondrias y con todos los organulos y estructuras sub-
celulares (Fig. 5-5), estdn unidas al elemento del tubo
correspondiente por numerosas conexiones plasmodés-



Figura 5-5. Micrografia electrénica de la seccién longitudi-
nal de elementos de los tubos (SE) y células de compania
(CC) de Acer pseudoplatanus. Los poros de la placa cribosa
estan obturados por calosa, mientras que la proteina floe-
maética estd dispersa en el lumen de los elementos cribo
sos. En éstos y en las células de compania, de citoplasma
mas denso, se observan plastos (P}, mitocondrias (M) vy
membranas de reticulo endoplasmico liso. Reproducido de
Wooding, F. B. P. en Phloem, Oxford University Press, 1971.

micas, ensanchadas por el lado del elemento criboso y
con varias ramificaciones por ¢l lado de la célula de
compafiia (Fig. 5-6). Estos plasmodesmos permiten el
intercambio rdpido y eficaz de sustancias entre las dos
celulas.

Figura 5-6. Plasmodesmo ramificado entre un tubo cribo-
s0 (ST) v su célula de compania. Reproducido de Russin, W.
A. vy Evert, R. F., Amer J Batany 72:1232-1247, 1985.
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La interdependencia entre ambos lipos de células se re-
fleja en su muerte simultdnea, mientras las células paren-
quimdticas vecinas sobreviven, por lo que cs frecuente
considerarlas como un complejo tubo criboso-célula
de compaiiia. Las células de compaiiia desempefan
funciones metabélicas, como la sintesis dc proteinas,
que no pucde realizar el elemento cribose. Ademas, es
probable que sus numerosas mitocondrias proporcionen
ATP a los clementos cribosos. En las venas menores de
las hojas, las células de compafiia tienen un diimetro
mayor que los tubos cribosos, y se cree que estdn impli-
cadas en la carga de fotoasimilados: en el tallo, por ¢l
contrario, las células de compafiia son mucho menores
que los elementos del tubo.

En gimnospermas, estas funciones las desempefian
las células albuminosas. A diferencia de las células de
compaiiia, no proceden de la misma célula madre que
los elementos cribosos.

2.3. En las venas menores de las hojas hay
diversos tipos de células de compania

En las venas menores de las hojas, sc distinguen varios
tipos de células de compania que difieren en su ultraes-
tructura y en la trecuencia de conexiones plasmodésmi-
cas con las célulus vecimas, excepeidn hecha del tbo
criboso con el que siempre estdn profusamente conecta-
das.

ILas células de compaiia ordinarias son de paredes
lisas, tienen varias vacuolas de pequefio tamafio y clo-
roplastos con membranas tilacoidales (Fig. 5-7).

Las células de transferencia son un tipo especializa-
do de células de compaiifa que se caracteriza por la pre-
sencia de numerosas invaginaciones cn la pared celular,
especialmente en las zonas que no c¢stdn en contacto
con ¢l elemento criboso (Fig. 5-8). Estus invaginacio-
nes aumentan considerablemente la superticie de la
membrana plasmaética y, de este modo, la capacidad de
tales células para acumular sustancias desde el apoplas-
to. Por lo demads, sus caracteristicas citologicas son si-
milares a las de las células de compaiifa ordinarias.

Estos dos tipos de células de comparifa presentan
muy pocas conexiones plasmodémicas con las células
parcnquimaticas vecinas. por lo que el complcjo tubo
criboso-célula de compaiiia no posee conexién simplis-
tica con lus restantes células del mesdéfilo.

[Las células intermediarias. de mayor tamafio que
las células de compaiifa ordinarias, presentan numero-
sas conexiones plasmodésmicas con las células vecinas,
en particular con las de la vaina del haz. de tal modo
que se establece una continuidad simpldstica entre las
células del mesdéfilo y los elementos conductores. Otras
caracteristicas de estas células son sus paredes lisas, la
presencia de numcrosos laberintos de reticulo endoplds-
mico y la ausencia de cloroplastos y de granos de almi-
don.

La configuracién de las venas menores en una cspe-
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Figura 5-7. Micrografia de la seccidn transversal de una
vena menor de la hoja de Beta vulgaris. Las célutas de com-
pania {CC), de mayor tamano que los elementos cribosos
(S}, tienen un citoplasma denso en el que se observan clo-
roplastos y paredes de espesor uniforme. Se observan en la
preparacion células del parénguima floematico {PhP) y del
parénquima vascular (VP). La vena esta rodeada por las cé-
lulas de la vaina {BS). Reproducido de Evert, R. F. y Mierwa,
R. J., 1986. (En Cronshaw, J_, Lucas, W. J. y Giaguinta, R. T.
{eds.), Phloem Transport. Alan R. Liss, New York.)

cie guarda relacién con su clasificacion taxondmica:
ademds, esta caracteristica estd asociada con el modo
de incorporacion de los azicares de transporte al tubo
criboso. Las células intermediarias se encucntran en es-
pecies de familias poco evolucionadas (Cucurbitaceae,
Hydrangeaceae y Lamiaceae, entre otras). En éstas, los
azicares se incorporan al tubo criboso por el simplasto
(véase mas adelante) y los azicares de la familia de la
rafinosa representan entre ¢l 20 v el 80 % del total
transportado. En las especies en que ¢l complejo tubo
criboso - célula de compania no posee conexiones sim-
pldsticas, la sacarosa. que es la forma cast exclusiva del
transporte de aziicares cn estas especies, se incorpora a
aquél desde cl apoplasto. Se ha descrito lu presencia de
célulus de transferencia en familias originarias de zonas
templadas y dridas en que predominan las plantas her-
béceus, entre ellas algunas con numerosas especics cul-
tivadas (Fabaceae, Asteraceae, Balsaminacedae, Bora-
ginaceae vy Geraniaceae, entre otras). El aislamiento
simpldstico del complejo tubo criboso-célula de com-

Figura 5-8. Micrografia electronica de una seccion trans-
versal del floema de la hoja de remolacha azucarera. Las
células de compafiia (CC), de mayor tamano que tos ele-
mentos de los tuhos (SE), tienen numerosas invaginacio-
nes en las paredes. Reproducido de Wooding, F. B. P. en
Phioem, Oxford University Press, 1971.

paiiia y la lormacion de células de transterencia se han
producido evolutivamente cn esta secuencia.

La relacion entre la configuracion de las venas meno-
res y la taxonomia no es estricta, y en la familia Scro-
phulariaeege se encuentran especies con los tres tipas
de configuracién descritos. Ademds, en una misma
planta pueden encontrarse al mismo tiempo células de
translerencia y células intermediarias.

3. SUSTANCIAS TRANSPORTADAS EN
EL FLOEMA

La naturaleza de las sustancias que s¢ transportan en el
floema se ha dilucidado analizando su contenido. Como
las sustancias son arrastradas cn €l lumen del tubo cri-
boso por un flujo de agua. toda sustancia en solucion
serd transportada. Para determinar su composicion, es
necesario disponer de un volumen suficiente de fluido
de floema no contaminado.



3.1. El fluido del floema se obtiene cortando
los tubos cribosos

Como el contenido de los tbos cribosos se encuentra
sometido a una presién posiliva, se libera cuando aqué-
Hos se cortan. De este modo, es posible obtener un vo-
lumen apreciable de fluido del floema en Fraxinus sp.,
Ricinus sp.. diversas cucurbiticeas y muchas palmas,
en que lal exudacion se mantiene durante algunas horas
o aun dias (Fig. 5-9). En otros casos, el volumen de
{luido obtenido es muy pequefio debido al scllado réipi-
do de los tubos cortados por calosa. Este sellado puede
cvitarse aplicando un agente quelante (p. e].. EDTA) en
ta superficie de corte, ya que la sintesis de calosa preci-
sa iones calcio. De este modo, aumenta considerable-
mente ¢l volumen de exudado obtenido.

El principal inconveniente de este procedimiento de
obtencidn es que el fuido recolectado estd contamina-
do por el contenido de otras células que resultan tam-
hién afectadas por el corte. Ademds. el corte del tubo
criboso causa la extravasacion rapida de su contenido y,
como consecuencia, una disminuciéon abrupta de la pre-
sion de turgencia, 1o que provoea ka entrada de agua
desde la$ células vecinas y la dilucién de su contenido.

3.2. Los afidos permiten obtener fluido
de floema sin contaminar

Es posible obtener fluida del floema sin contaminar por
el contenido de las células vecinas con la colaboracién
involuntaria de los dfidos. Estos insectos insertan su ces-
tilete (piczas bucales) directamente en el interior de un
elemento criboso, y se alimentan del fluido del floema
que circula pasivamente por su tubo digestivo. Siose
corta ¢l estilete evitando que el dlido se mueva, ¢l ex-

Figura 5-9. Exudacién de fluido de floema en el tallo de
Ricinus communis provocada por una incision en la corte-
za. Esta exudacion se produce aun cuando el tallo presenta
un déficit hidrico acusado (fotografia de la derecha), lo que
prueba la capacidad de los elementos cribosos para mante-
ner la turgencia en estas condiciones. Reproducido de Mil-
burn, J. A., Planta, 117:303-319, 1974.
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treme del estilete continda exudando durante varios
dias, obteniéndose asi fluido sin contaminar de un dnico
elemento criboso (Fig. 5-10). La insercion del cstilete
ne desencadena el mecanismo de sellado de los tubos
cribosos. El volumen de fluido que sc obtiene de este
maodo es de hasta 5 gL por hora, cantidad muy pequena
desde ¢l punto de vista analitico pero considerable des-
de el punto de vista celular. Representa aproximada-
mente 50.000 veces el volumen de un elemento criboso,
lo que significa que éste s¢ rellena jdicz veces por se-
cundo! Este valor demuestra la eficacia de los clemen-
tos cribosos para cl transporie de un fluido en sentido
longitudinal,

3.3. Composicion del fluido del floema

La composicion del fluido del floema es muy variable,
dependiendo de la cspecie, edad vy estado fisioldgico del
tejido que se analiza. Presenta, sin embargo, una scrie
de caracleristicas comunes en todos 1os casos. como
son: un pH préximo a 8, superior al pH del citosol de las
células del parénquima y mucho mayor que el pH del
fluido de xilema, que oscila entre 5 v 6; un clevado
contenido en materia seca, normalmente entre el 10 v ¢l
25 %: un bajo peso molecular de las sustancias disuel-
tas, que determina un potencial osmotico muy negativo
dec la solucion, entre — 1 y —--3 MPa; v una viscosidad
clevada. hasta dos veces superior a la del agua.

Los azicares son el componente mayoritario del {lui-
do del {Toema, va que representan normalmente entre el
80 v el 90 % de la matcria seca total. En cantidades
menores se encucntran proteinas, aminodcidos y ami-
das. dcido mdtico y diversos aniones y cationes inorgi-
nicos. También se encuentran fostatos de nucledtidos,
fundamentalmente ADP v ATP y, en concentraciones
muy bajas, diversas hormonas vegelales, incluyendo
auxinas. citoquininas, giberelinas y dcido abscisico.
{Cuadro 5-1). El marcado isotépico ha permitido de-
mostrar que la mayor parte de estas suslancias se trans-
porta realmente en el lumen de los tbos cribosos, pero
en algunos cases son componentes que se movilizan
como consccuencia del corte del tubeo criboso. Se cree
que las proteinas del exudado, que incluyen varias enzi-
mas y, mayoritariamente, proteina P, no se mueven en
el tubo criboso intacto.

Los aziucares del floema no tienen
caracter reductor

3.3.1

Sacarosa es normalmente el azdcar mds abundante. ¢n
ocasiones el tnico, del fluido del floema. Se encuen-
tran. asimismo, cantidades variables de azicares de la
scrie de rafinosa (rafinosa, estaquiosa y verbascosa;
Fig. 5-11). Desde el punto de vista estructural y biosin-
tético, estos azicares derivan de la sacarosa por la adi-
¢ion de moléculas de galactosa, y son particularmente
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Figura 5-70.
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Extremo del canal maxilar de un afido en el lumen de un tubo criboso (A) y exudacién en el extremo de un
estilete cortado (B). Reproducido de Zimmermann, M. H. y Milburn, J. A. en «Transport in Plants.
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«Encyclopedia of Plant Physiology», New Series, Vol.1. Springer-Verlag, Berlin, 1975 y Kolimann, R % Dorr I. Zeitschrift

Pflanzenphysiology, 55:131-141, 1966.

abundantes en las plantas con células intermediarias en
las venas de las hojas: en las cucurbiticeas. la estaquio-
sa ¢s ¢l azhcar mayoritario en el floema. En algunas
familias se transportan, junto a sacarosa, alditoles como
manito] (en la familia Qleaceae), sorbitol (especies leg-
fiosas de la familia Rosaceae) o dulcitol (Celastraceae).

Una caracteristica de estos compuestos es su cardcter
no reductor, ya que los carbonos anoméricos (grupos
aldehido y cetona) estin combinados tormando un enla-
ce glucosidico. No se encuentran azicares reductores, y
se considera que las pequefas cantidades de fructosa y
clucosa detectadas a veces en el fluido del floema pro-
ceden de ta contaminacidn de la muestra o de la hidroli-
sis de la sacarosa durante la extraccion. No se conoce la
razén por la que estos azicares no se incorporan a los
tubos cribosos.

3.3.2. El potasio es el elemento mineral
mds abundante

En todos los casos se encuentran cantidades variables,
pero significativas, de cationes y aniones inorgdnicos,
El contenido en cationes s siempre mas elevado, y la

solucion se equilibra eléetricamente por la contribucién
de¢ anionces orgdnicos, particularmente malato. El catién
mids abundante cs invariablemente potasio; su concen-
tracion oscila entre 50 y 100 mM, por lo que contribuye
significativamente al potencial osmético del fluido. En
concentraciones menores se encuentran magnesio y so-
dio. Fosfato v cloruro son los aniones mas abundantes.

La concentracion de algunas iones, como calcio y
hicrro, es siempre muy baja. El ion nitrato, que es la
torma en que sc transporta el nitrdgeno en el xilema de
muchas plantas, no s¢ incorpora al floema.

3.3.3. El nitrogeno se transporta en forma
de aminoacidos

En el fluido del floema se encuentra gran nimero de
aminodcidos. Los mas abundantes son glutamato o as-
partato, bien en forma librc 0 como amidas (glutamina
y asparagina). Esta es también 1a forma cn que se trans-
porta el nitrégeno en el xilema de muchas especies.
El contenido en aminodcidos del fluido del floema
varfa ampliamente con la especie y el estado de desa-
rrollo. Normalmente, su concentracion oscila entre el
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Composicién quimica y caracteristicas del exudado de floema de Ricinus commu-

nisy de Yucca flaccida. Tomado de Hall, 5. M. y Baker, D. A., Planta, 106:131-140, 1972; y de Van

Die, J. y Tammes, P. M. L. En: Zimmermann, M. H., y Milburn, A. J. {eds.), «Transport in Plants. |.

Phloem Transport». «Encyclopedia of Plant Physiology», New Series, Vol. 1. Springer-Verlag.
Berlin, pp. 196-222, 1975

Yucca

Ricinus conmmunis Haccida
Materia seca total {4 10-12.5 17.1-19.1
Sacarosa (%) 8.0-10.6 15.0-18.0
Aacares reductores (glucosa + fructosa) (44 Ausentes ().4-0.8
Hexosas-fosfao — Trazus
Aminodacidos y amidas (molar) 0.037 0.05-0.08
Ureidos Trazas
Proteina total (%) 0.15-0.22 0.05-0.0%8
Acidos orginicos (mFqg - 1. 1) 3047 cu. 7.0
Fosfato tmEq - L™) TA-11.4
Sulfato (mEq - L. 7'y (1.5-1.0
Cloruro tmEq - L™h 10-19
Nitrilo (mEg - L 1) Ausente
Bicarbonato (mbg - 1. 1) 1.7
Potasio (mEy - L4 60-122
Sodio (mlig - 1. 1) 22
Calcio imEg - L 1) 1.0-4.6
Magnesio imEq - L™ 1) 9-10
Amonio tmbg - 1. 1) 1.6
Auxinas (nulimolar) ne < 107
Giberelinas (milimolary 0.67 % 10 7
Citoguininas (milimolar) 052 = 1077
ATP (milimolar) 0.40-0.60
pH 8.0-8.2 8.0-8.2
Conductividad 132mS-m 'ald O
Polencial osmotico — 1420 —1.52 MPa
Viscosidud 134 < 073N -s-m T2 O

0.2 v el 0.5 %, pero durante la senescencia de las hojas
3 I
puede aumentar hasta el 5 %o,

3.3.4. En el fluido del floema se encuentran
sustancias no producidas por las
plantas

Algunas moléculas orgidnicas de sintesis s¢ incorporan
al tubo cribaso y se distribuyen de este modo por la
planta. Entre ellas se encuentran sustancias con efecto
herbicida o plaguicida que, por el hecho de transportar-
se en el floema, reciben cl nombre de sistémicos.

También se han detectado particulas virales. El floe-
ma es, en muchos casos, ta via de expansion de los virus
en la planta.

4. EL MOVIMIENTO DE FOTOASIMILADOS.
FUENTES Y SUMIDEROS

El transporte en el floema tiene lugar desde las fuentes
a los sumideros.

Las fuentes son drganos en que los azlicares se incor-
poran al tubo criboso. Ello implica la sintesis de formas
de transporte, comdnmente sacarosa, y la disponibili-

dad de carbohidratos en cantidad superior a la necesaria
para cubrir las necesidades metabdlicas, Estos pueden
proceder directamente de la folosintesis (p. gj., en las
hojas adultas) o de la movilizacidn de reservas acumu-
ladas anteriormente.

Los sumideros son drganos «importadores» de car-
hohidratos, en los que se produce ta salida de azucares
del tubo criboso. Estos azicares pueden ser utilizados
en el metabolismo v ¢l crecimiento (sumideros consun-
tivos) o almaccnarse como reservas (sumideros de al-
macenamiento). En algunos sumideros. las reservas tie-
nen la misma estructura quimica que ¢l azicar de
transporte. Ejemplos caracteristicos son muchos frutos,
los entrenudos de 1a cafla de azicar y la raiz napilorme
de remolacha, quc acumulan grandes cantidades de sa-
carosa. En otros casos, las sustancias acumuladas son
diferentes a la forma de transporte, y pucden ser de me-
nor peso molecular (glucosa es el uzicar mis abundante
del fruto de la vid) o de peso molecular méas elevado
{almiddn es la forma de almacenamiento en los tu-
bérculos de patata y en los cotiledones y el endospermo
de muchas semillas).

El hecho de que, en algunos casos, el transporte ten-
ra lugar hacia Organos con una concentracién de saca-
rosa superior a la de los drganos fuente (las hojas) de-
muestra que, mas que la concentracién, es la capacidad
de acumular o tomar azdcares de los tubos cribosos el
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Figura 5-11. Estructura quimica de los azucares y algunos

hexitoles {manitol y sorbitol) transportados en el floema.
Caracteristica comun de estas sustancias es su caracter no
reductor.

factor que determina que un drgano se comporte como
fuente o como sumidero.

4.1. La posicion de fuentes y sumideros
varia durante la ontogenia

Durante las etapas iniciales de su tormacidn, todos los
Organos actian como surmideros, y su desarrollo depen-
de de los carbohidratos que reciben del resto de la plan-
ta. Posteriormente, algunos drganos presentan un cam-
bio ¢n su conducta y se comportan como fuentes,
convirtiéndose en exportadores netos de carbohidratos.
Otros organos. por el contrario, no pasan nunca a fuen-
te. Son los llamados sumideros irreversibles. Los frutos
son un ejemplo caracteristico de esle comportamiento.
A pesar del elevado contenido en sacarosa de muchos
de ellos, ésta no puede ser recuperada por la planta ma-
drc en ninguna circunstancia. ‘

La transicidn de sumidero a fuente ha sido bien estu-
diada en las hojas. En las hojas simples de tas dicotile-
ddneas, se inicia cuando 1a hoja no ha completado atn
su expansidn. Inicialmente, las regiones marginales de
la hoja, de mds cdad, comicnzan a exportar azdcares,
mientras que las zonas basales, mds jévenes, actdan Lo-
davia como sumideros. En cstos momentos, estas regio-
nes reciben azdcares tanto desde las zonas marginales
como, por el peciolo, del resto de la planta. Cuando la
hoja alcanza una superficie de aproximadamente la mi-
tad de la definitiva, se completa la transicidon y se con-
vierle en exportadora neta. Esta transicion implica cam-
bios bioquimicos v estructurales. Aumenta la actividad
de las enzimas que sintetizan sacarosa y disminuye la
de las enzimas degradativas. Por lanto, se produce un
aumento de la concentracion de ese azdcar. Al mismo
ticmpo, se produce un cambio en el comportamiento
del floema. que acumula sacarosa en vez de liberarla, lo
que coincide en muchos casos con el aislamiente sim-
plastico de los tubos cribosos. Un proceso similar ocu-
rre en la raiz napiforme de muchas plantas bienales.
Durante el primer afio, de crecimiento vegetativo, eslas
plantas acumulan carbohidratos dc reserva en la raiz.
Durante cl segundo afio, en que tiene lugar la floracidn
y fructificacion, los carbohidratos de la raiz se movili-
zan hacia el tallo,

Estos cambios cn ¢l comportamiento se traducen en
cambios cn ¢l sentido del transporte. En el tallo de las
plantas bienales. es basipeto {del tallo hacia la raiz) du-
rante ¢l primer afo y acropeto (de la raiz hacia el tallo)
durante el segundo. En cl peciolo de las hojas se obser-
va un cambio similar en ¢l sentido del transporte ligado
al desarrollo, inicialmente hacia la ldmina y posterior-
mente hacia cl talle, No existe. por tanto, una polaridad
en el transporte del tlocma,

4.2. Las relaciones entre fuentes y sumideros
dependen de la distancia y las
conexiones vasculares

El movimicnto de los fotoasimilados en la planta estd
determinado por la situacion de las fuentes y los sumi-
deros. En general, Tos sumideros sen alimentados desde
las fuentes mds proximas; asi, los dpices caulares v las
hojus en desarrollo reciben la mayor parte de los meta-
bolitos desde las hojas situadas cn la region apical del
vistago, micntras que las raices los reciben desde las
hojas mds basales. Las hojas sttuadas en las regiones
centrales del tallo exportan tanto hacia ¢l dpice del mis-
mo como hacta las rafces (Fig. 5-12). Esto determina
que el movimiento neto de los azdcares sca acrdpelo
en las regiones apicales y basipeto en las regiones ba-
sales. Los flujos de transporte cambian durante la on-
togenia de la plania al hacerlo la posicién de las fuen-
tes vy los sumideros, y pueden ser manipulados
experimentalmente, De este modo, la ablacién de las
hojas de la regidn apical del tallo aumenta el transpor-



Figura 5-12. Direcciones predominantes del transporte de
los fotoasimilados en la planta. Durante el desarrollo vege-
tativa, el transporte tiene lugar hacia los apices del tallo y
la raiz. Durante la fructificacién, los frutes acumulan la
mayor parte de los azlcares exportados desde las hojas
proximas.

te hacia el dpice desde las hojas situadas en posicion
mas basal.

El movimiento de los fotoasimilados ¢s facilitado por
la existencia de conexiones vasculares directas entre los
organos, Como en el tallo los tubos cribosos estdn pro-
ximos a la superficie y orientados lengitudinglmente
respecto al eje del mismo, las rclaciones nutricionales
son mds intensas entre los drganos situados en el mismo
ortdstico que entre drganos mds proximos pero situa-
dos en ortdsticos distintos. Un ¢jemplo de la importan-
cia de este tactor en el transporte sc presenta en la Fi-
gura 5-13. Cuando sc presenta una hoja adulta proxima
al dpice del tallo con "*CO,. los azdcares marcados se
acumulan en los primordios foliarcs del mismo ortésti-
co y de ortGsticos vecinos, pero apenas en los primor-
dios formados en la parte opuesta del tallo.

4.3. No hay una relacion especifica entre
fuentes y sumideros

Los clementos conductores del floema forman una red
muy compleja que interconecta los distintos érganos de
la planta. Junto a los flujos principales de transporte
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Figura 5-13. Distribucion de la radiactividad en las hojas
en desarrollo del apice del tallo de tabaco después de la
presentacion de una hoja adulta (de color negro en la
figura) con "'CQ,. El grado de sombreado indica la canti-
dad relativa de ™C acumulado. Las hojas, numeradas se-
gun el orden en que se formaron, se han dibujadc sobre la
espiral genética; absérvese la fitotaxis 3/8. Reproducido de
Shiroga et al., Can J Botany 39:855-864, 1961.

descritos coexisten otros, normalmente de menor 1m-
portancia cuantitativa, pero gue, cn determinadas cir-
cunstancias, pueden convertirse en la ruta preponderan-
te del transporte. No existe una relacion cspecifica entre
fuentes y sumideros, y un sumidero puede ser suminis-
trado simultinea o alternativamente desde varias fuen-
tes.

El movimiento tangencial de los solutos en el tallo es
posible por la existencia de interconexiones, denomina-
das anastomosis, que son particularmente abundantes
cn los nudos. Estas interconcexiones permiten la transte-
rencia lateral de sustancias entre haces conductores y
tubos cribosos, lo que [acilita el movimiento de un lado
a otro de la planta. Normalmente, ¢l transporte por las
anastomosis ¢s de pequena cuantia, pero aumenta con-
siderablemente cuando el transporte en sentido longitu-
dinal es bloqueado por alguna circunstancia (p. ¢j., una
lesion). Ello es esencial para la supervivencia de las
monocotileddneas percnnes (palmas), que no presentan
crecimicnto secundario v en las gue ¢l sistema conduc-
tor permanece luncional durante varias decenas de
afos, pucs permite paliar el bloqueo del transporte en
una region del allo.

Un hecho repetidamente observado y confirmado
mediante la utilizacion de marcadores es que parte de
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los fotoasimilados producidos en las hojas de la region
apical del tallo se transporta a la raiz, al mismo ticmpo
que desde las hojas mas basales s¢ exportan {otoasimi-
lados hacia el dpice del tallo. En la region central del
tallo se produce, por tanto, ¢l movimiento simultanco
de sustancias en sentido opuesto (Fig. 5-14). Este trans-
porte bidireccional ha sido muy estudiado en refacion
con el mecanisme de movimiento de las sustancias ¢n
los tubos cribosos, aceptandose actualmente que tiene
lugar por haces conductores o tubos cribosos diferentes,
pero que en un tubo criboso todas las sustancias se muc-
ven en el mismo sentido.

4.4, Los sumideros compiten por los
fotoasimilados disponibles

La fotosintesis impone un limite al desarrollo de la
planta, y los sumideros compiten por una disponibili-
dad limilada, aunque no fija, de fotoasimilades. Una
reduccion en ¢l numero de sumideros aumenta ¢l trans-
porte de sustancias hacia los restantes. v es la base de
pricticas horticolas como cl aclareo (la eliminacion dc
parte de los frutos ¢n desarrollo aumenta la velocidad
de crecimiento y el tamafio final de los restantes) o el
despuntade (al climinar el dpice de los brotes, se rc-
duce el consumo de metabolitos en el desarrollo vege-
tativo, lo que lavorece los procesos reproductivos como

el cugyjado del fruo vy la formacion de semillas). Por
el contrario, la eliminacion de las {tores y de los frutos
en desarrolto aumenta la cantidad de metabolitos dis-
ponible para el desarrollo vegetative de la planta y, de
este modo, su velocidad de crecimiento y el porte de
la planta.

La distribucidn de la materia seca (fotoasimilados
fundamentalmente) entre los distintos sumideros se de-
nomina particion, parimetro de considerable impor-
tancia en la determinacion de ia productividad de las
especies cultivadas. La mayor productividad de los cul-
tivares mas modernos se debe a un aumento en la pro-
porcién de fotoasimilados acumulados en las partes
aprovechables. normalmente los frutos y semillas, mds
que a un aumento en la tfotosintesis total de la planta, y
este efecto es resultado de procesos de scleccion y me-
jora desarrollados mediante procedimientos cimpiri-
cos. La comprension de la regulacidon de la particién
facilitaria, sin duda, el desarrollo de variedades pro-
ductivas.

La particién de metabolitos entre los distintos orga-
nos depende, ademds de los factores de posicion y dis-
tancia a las fuentes mencionadas anteriormente, dc su
fuerza como sumidere, que cs la capacidad para atraer
y acumular (o utilizar) metabolitos. No se conoce con
precision la naturaleza de los factores que determinan la
tucrza de los sumideros, si bien hay pruebas de la impli-
cacidn de factores anatdmicos y metabdlicos. Asi, el
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Figura 5-14. A} Dispositivo experimental para demostrar el transporte bidireccional en el floema. B) Explicacion para la
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tamano final del fruto cn ¢l manzano esta direclamente
relacionado con ¢l nimero de células del fruto. factor
éste que se determina durante las fases iniciales dc su
ontogenia. Por otro lade, mutantes de mafz que no sin-
tctizan almidon en el endospermo ticnen granos de me-
nor tamaiio que las lincas normales.

La fuerza como sumidero de los drganos varia con el
tiempo y ¢s modificada, en ocasiones dristicamente.
por la presencia de sumideros alternativos en la planta.
Este electo a veees es dehido a un fendmeno de compe-
tencia por los metabolitos disponibles. pero también
hay mecanismos de regulacién de naturaleza hormonal
que permiten que un sumidero influya y controle otros
sumideros. De este modo se explica la detencion del
crecimiento de la raiz en algunas especies. como tomate
y pepino, cuando se inicia la fructificacion,

Los sumideros también influyen en las tuentes, y un
aumento en la demanda de fotoasimilados aumenta la
fotosintesis en las hojas y la movilizacion de las reser-
vas, mientras que la eliminacidn de los sumideros tiene
¢l efecto contrario. El control de las fuentes por los su-
mideros implica distintas sefiales, como cambios en la
turgencia, en los niveles de carbohidratos v de hormo-
nas.

La particion de los fotoasimilados cn la planta es un
proceso regulado de modo complejo por la interaccion
entre sumideros, de éstos con las fuentes v, probable-
mente, por la via de transporte.

5. MECANISMO DE TRANSPORTE

El movimiento de fotoasimilados en la planta compren-
de tres procesos:

a)  En las fuentes, los azucares se transportan del
lugar de sintesis a las venas menores donde se
incorporan a los tubos cribosos. proceso que se
denomina carga del floema. El transporte de
los azicares hasta el haz conductor ¢s un proce-
s0 a corta distancia que. €n las hojas, rara vez
implica un recorrido superior a tres o cualro ve-
ces el didmetro de las células (varias décimas
de milimetro). En algunos érganos, este despla-
zamiento lateral puede ser de unos pocos centi-
metros.

b) Los azicares y las sustancias incorporadas al
tubo criboso son exportados en su lumen hacia
los sumideras. Es un transporte a larga distancia,
de hasta varios metros en ocasiones.

¢)  En los sumideros se producc la descarga del
floema. proceso inverso al de carga, y las sus-
tancias liberadas se incerperan a las células.

Estos procesos estin relacionados mecanisticamente,
pues la carga y la descarga de los wbos cribosos produ-
cen la fuerza para ¢l movimiento del agua a larga dis-
tancia que ticne lugar en su lumen.
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5.1. La carga de los tubos cribosos puede
tener lugar desde el apoplasto o por
via simplastica

El movimiento de la sacarosa en las hojas. desde las
células del mesofilo hasta el parénquima {loemaitico,
tiene lugar por los plasmodesmos a favor de un gradien-
te de concentracién. El paso de este punto al interior del
tubo criboso precisa acoplamiento de energia, ya que la
concentracién de los azidcares es mucho mayor en el
tubo criboso que en las eélulas del mesdfilo. Esta incor-
poracion puede tener lugar por los plasmodesmos. si-
guicndo la denominada ruta simplastica o, como alter-
nativa, es posible que la sacarosa sea liberada al
apoplasto (paredes celulares), desde donde es incorpo-
rada al complejo tubo cribose-célula de compaiiia {ruta
apopldstica). Como se sefiald en el apartado 2.3, 1a ruta
de incorporacion estd relacionada con la estructura de
las células de comparifa, cl aislamiento simpldstico del
complejo tubo criboso-célula de compania vy la natura-
leza de los azicares transportados.

5.1.1. La carga apopldstica implica dos
procesos de transporte a traves

de membranas

En la carga del floema por la ruta apoplastica, la molé-
cula de sacarosa ha de atravesar el plasmalema cn dos
ocasiones: al ser liberada al apoplasto y. de nuevo, al
incorporarse al complejo tbo criboso-célula de compa-
itia (Fig. 5-15).

No sc¢ conoce con precision el lugar ni el modo de
liberacién de la sacarosa al apoplasto. Por consideracio-
nes anatémicas, es probable que tenga lugar en la inme-
diata vecindad de los tubos cribosos. desde las células
de la vaina o del parénquima floemadtico, mediantc un
proceso de difusién facilitada estimulado por la presen-
cia de K™ en concentraciones relativamente bajas. Des-
de el apoplasto, la sacarosa sc incorpora al complejo
tube criboso-célula de compaiiia mediante un cotrans-
porte con protones. En este proceso. el movimiento de
protones a tavor de su gradiente de potencial quimico
proporciona la energfa para el movimiento de sacarosa
contra su gradiente de concentracion (al ser una molé-
cula sin carga, ¢l gradiente de potencial quimico viene
dado por el gradiente de concentracion).

Diversas observaciones experimentales prueban que
éste es el mecanismo probable de carga cn especies
como Vicia faba, Beta vulgaris v Zea mays. en las que
¢l complejo tubo criboso-célula de compaiiia no posee
conexiones simpldsticas y transporla sacarosa. Bn estas
cspecies:

a)  Se encuentra sacarosa en el apoplasto de las ho-
Jas.

h)  Cuando se afade sacarosa marcada al apoplasto
de fas hojas, este azdcar se incorpora a los tubos
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Células del mesdfilo

Célula de la vaina
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Figura 5-15. Modelo del mecanismo de carga apoplastica del floema. La sacarosa se difunde (linea de trazos) por el sim-
plasto desde el mesofilo hasta las células de la vaina, donde se libera al apoplasto. De alli, es incerporada al elemento
criboso y la célula de compania en contra de su gradiente de concentracién mediante un cotransporte con protones. El
gradiente de protones necesario es producido por una bomba de protones (ATP-asa de membrana).

cribosos y se exporta desde las hojas de modo
similar a la sacarosa enddgena.

) La aplicacion de dcido paracloromercuribence-
nosulfénico (PCMBS), reactivo «no permeante»
{y que, por tanto, no s¢ incorpora al citoplasma)
quc bloquea el {ransporte de sacarosa a través de
las membranas, inhibe el transporte desde las
hojas tanto de la sacarosu enddégena como de la
aplicada exogenamente (Fig. 5-16).

Este comportamiento es compatible con la exisiencia
de una etapa apoplistica en la carga del floema.

5.1.2. En plantas con células intermediarias
fa carga es probablemente simplastica

En cspecies con células intermediarias como Colews
blumed, Ipeined tricolor 'y Cucurbita pepo, la incorpora-
cion de los fotoasimilados en las venas menores y la
exportacidn desde las hojas es insensible a la aplicacion
del inhibidor PCMBS (véase Fig. 5-t6). lo que indica
que los azicares producidos on la fotosintesis no se -
corporan al tubo criboso desde ¢l apoplasto, Como en
cstas especies las células intermediarias presentan nu-
merosas conexiones citoplasmdricas con las células de
la vaina, se supone que csla incorporacion tendria lugar
por los plasmodesmaos en el simplasto.

No se conoce con certeza como se produce la incor-
poracidom de los azicares en los tubos cribosos de estas
plantas. En eltos s¢ encuentra, junto a sacarosa, una ele-
vada proporcién de azicares de la serie de rafinosa. Se
cree que la compartimentacion de la sintesis de estas
sustancias podria aportar energia para la carga de los
azlcares en los wbos cribosos con una concenlracion
mayor gue la que presentan en las células del mesotilo.
De acuerdo con ¢l esquema de la Figura 5-17. la sacaro-
sa, sintetizada en el mesdfilo, se desplazaria por los
plasmodesmos a favor de gradiente hasta las células in-
termediarias. En éstas, se utilizaria en la sintesis de rali-

nosi. estaguiosa y ofros azucares. de mayor peso mole-
cular. que pasarfan por los plasmodesmos al tubo cribo-
so pero no podrian retornar al mesofilo. lo que requeri-
ria que ¢l limite de cxclusidn de los plasmodesmos
cntre Jas células de ta vaina y las células intermediarias
fucra inferior al valor normal (el limite de exclusion de
los plasmodesmos es normalmente del orden de 1000

VICIA FABA

COLEUS BLUME!

CONTROL

+PCMBS

Figura 5-16. Efecto de la infiltracidon con PCMBS en la acu-
mulacién de fotoasimilados en fas venas menores de Vicia
fabay de Coleus blumei. Autorradiografias realizadas a los
10 min {Vicia} y 20 min (Coleus} desde la presentacion cen
"CO,. La acumulacion en las venas menores, que provoca
las regiones blancas en la autorradiografia, es inhibida por
PCMBS en Vicia (carga apoplastica) pero no en Coleus (car-
ga simplastica}l. Reproducido de Bourquin, S. et al., Plant
Physiol, 92:97-102, 1990 y Turgeon, R. y Gowan, E., Plant
Physiof, 94:1244-1249, 1990,
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Figura 5-17.

Modelo del mecanismo de carga simpléstica del floema. La sacarosa se mueve por difusion (linea de trazos}

hasta la célula intermediaria, donde se utiliza en la sintesis de rafinosa, estaquiosa, etc., manteniéndose de este modo el
gradiente de concentracion necesario para su movimiento. Los azlcares sintetizados {y también sacarosa) pasan al elemen-
to criboso, pero no difunden hacia la vaina porque el canal de estos plasmodesmos es demasiado estrecho.

Da: ¢l peso molecular de rafinosa y estaquiosa es, res-
pectivamente. 304 y 666 Da).

Segun cste csquema. que en varios aspectos no ha
sido confirmado experimentalmente, la sintesis de oli-
gosacaridos mantendria el gradiente de difusion nece-
sario para ¢l transporte de sacarosa y otros precursores.
El mecanismo de trampa molecutar descrito provocaria
la acumulacion de azicares y gencraria la turgencia ne-
cesaria para ¢l transporte en el tubo criboso,

5.2. No hay un mecanismo de descarga unico

Los fotoasimilados transportados en los tubos cribosos
se descargan en los sumideros, donde se incorporan en
las células. Los sumideros son de naturaleza muy varia-
da, pues incluyen Organos vegetativos en crecimiento
¢apices del tallo y raiz: hojas en desarrollo). organos de
almacenamiento y reproductivos (frutos y semillas). Esta
variabilidad funcional se acompaiia de diferencias mar-
cadas en la estructura de los tejidos en los puntos de
descarga y en el grado de conexidn plasmodésmica con
las células de transporte.

D¢l mismo modo que en el proceso de carga, cstas
diferencias estructurales determinan la existencia de
distintos mecanismos de descarga (Fig. 5-18).

5.2.1. Ladescarga en fos organos vegetativos

es simpldstica

En los dérganos vegetativos cn crecimiento, el floema
primario, en diferenciacién continua, presenta nume-
rosas conexiones plasmodésmicas con las células indi-
ferenciadas del procambium y las del parénquima ve-
cinas. La descarga de los fotoasimilados ¢s predomi-
nantemente simpldstica, moviéndose la sacarosa a favor
de un gradiente de concentracion mantemdo merced a

su utilizacion en la respiracién y la sintesis de compo-

nentes estructurales de las células en crecimicnto.
Este tipo de descarga sc da en el dpice del tallo y la

rafz v en 1a mayor parte de las hojas en desarrollo.

5.2.2. En algunos drganocs de reserva la
descarga es apoplastica

En el parénquima de reserva del tallo de la caiia de aza-
car {(Saccharun officinarwomn) v la raiz de remolacha
azucarera (Beta vulgaris), la sacarosa s¢ libera al apo-
plasto desde el complejo {ubo criboso-célula de compa-
fifa. En la raf7 de remolacha, csta sacarosa sc acumula
cn las células del parénquima. manteniéndose asi cl
aradiente de concentracidn necesario para su descarga
continuada. En el tallo de la cana de azicar, la sacarosa
liberada al apoplasto ¢s hidrolizada por una invertasa de
pared. lo que mantienc ¢l gradiente necesario para su
descarga. La glucosa v la fructosa se incorporan a las
células del parénquima, donde se utilizan en la sintesis
de sacarosa. Esta sacarosa, 1gual que en la raiz de remo-
lacha. se almacena en las vacuolas de estas células,

5.2.3. En las semilias en desarrollc la
descarga es simpldstica, seguida por
una etapa apopldstica

La descarga de los tbos cribosos cn los trutos v en las
cubiertas seminales ticne lugar en el simplasto. En al-
aunos frutes, los azicares liberados pueden transportar-
se por el simplasto varias filas de células, a una distan-
cia de hasta varios centimetros, hasta su acumulacion
en las vacuolas de tejidos especializados.

La mayor parte de los azdacares descargados en las
cubiertas seminales se utiliza en el desarrollo del em-
brién. Estc no tiene conexioncs plasmodésmicas con
los tejidos maternos, por 1o que los aztcares. después de



80 Fundamentos de fisiologfa vegetal

SUMIDERO

Sacarosa HRNN
LR = Sacarosa

b ot Sac%qsa 4 Sacarosa

---p Sacarosa
v
Hexosas
L. Simplasto
Apoplasta .

Hexosas

Heg)éosaié Hexosas

Tfnv.
T = Sacarosa - - Sacarosae» Sacarosa
TUBO SUMIBDERO

CRIBGSO C

Figura 5-18. Tipos de descarga en los sumideros: 1, des-
carga simplastica; 2, descarga apoplastica; 3, descarga apo-
plastica con hidrolisis por la invertasa de pared {Inv.); 4,
descarga simplastica seguida por liberacion al apoplasto.

un transporte simpldstico en las cubiertas. son liberados
al apoplasto en la cavidad seminal de donde son toma-
dos por las células del embnon o del endospermo. La
climinacién quirdrgica del embrion permite recuperar las
sustancias liberadas y estudiar ¢l proceso de liberacion.

Aungue en un sentido estricto no se estudia la descar-
ga de los tubos cribosos. esta téenica, denominada de la
cubierta seminal vacia (empry ovude rechrigue). ha
permitido determinar con precisidn las caracteristicas
del transporte a los embriones en desarrollo. De estc
maodo, se ha probado que, en soja y en haba, la sacarosa
se libera al apoplasto mediante un proceso mediado por
tn transportador y dependiente de energia metabdlica.
En el maiz. por el contrario, se liberan hexosas por un
proceso pasivo. En ambos casos, la incorporacion a las
célulus del embrién es un proceso activo.

5.3. El movimiento en los tubos cribosos
es un flujo masico provocado por un
gradiente de presion

Los solutos se mueven a lo largo del tubo criboso como
consecuencia de un flujo mdsico provocado por dife-
rencias de presion hidrostitica (turgencia) entre los ex-
tremos del tubo en las fuentes y los sumideros. Los as-
pectos mds salientes del mecanisma de transporte se
presentan en la Figura 5-19,

La elevada concentracién osmética en el interior de
los tubos cribosos, debida a la acumulacién de azdca-
res, provoca la entrada de agua y, como consecuencia.
se produce una reaccién eldstica de las paredes que
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Figura 5-19. Diagrama esquematico de transporte en los
tubos cribosos. La acumulaciéon de azlcares {sacarosa) en
las fuentes provoca la acumulacion de agua por un proceso
osmaotico y el aumente de la presion de turgencia. La pre-
sion disminuye en los sumideros debido a la salida de los
azucares, que se acompana de la salida de agua. La diferen-
cia de presion provoca el movimiente del agua de la fuente
al sumidero, y los azucares son arrastrados pasivamente
por el agua. El agua transportada en los tubos cribosos se
recicla en el xilema. Los intercambios entre floema y xilema
estan regulados por las diferencias en potencial hidrico; en
las fuentes, el potencial hidrico es mayor en los vasos lenoc-
s0s que en los tubos cribosos, mientras que en los sumide-
ros ocurre lo contrario.

ejerce una presion sobre ¢l contenido del tubo criboso.
Esta presidn es mayor en las fuentes que cn los sumide-
ros debido a la mayor concentracidn de solutos en agué-
Has. y la diferencia de presion asi generada provoca el
movimicnlo del agua y el arrastre de solutos. De este
modo, el agua se incorpora a los tubos cribosos en las
fuentes y sale de ellos en los sumideros, v el movimien-
to del agua se mantiene en tanto lo hace la diferencia de
presiones que, a su vez. depende de la diferencia de
concentracion. Esta es mantenida por la incorporacion
continuada de solutos en las fuentes y su descarga en
los sumideros. La interrupeion de la carga o la descarga
conduce, ¢n un lapso de ticmpo breve, a que se igualen
las concentraciones y a la detencidn del transporie.

El movimicnto de los solutos en el tubo criboso es,
por tanto, un proceso pasivo que no requiere ¢l aporte
directo de energia metabdlica. El (ransporte es «energi-
zado» por la incorporacion de azicares en el tubo cribo-



s0; un mismo mecanismo de acumulacion proporciona
la energia para la incorporacion de aztcares contragra-
diente, y genera la presion que provoca su movimiento
longitudinal por un flujo mdsico.

El agua transportada recircula en el xilema. En las
fuentes, ¢l potencial hidrico (véase Capitulo 2) en los
tubos cribosos es muy bajo debido a la elevada concen-
tracion nsmética, lo que le permite omar agua del xile-
ma. La salida de solutos en los sumideros aumenta el
potencial hidrico en los tubos cribosos, o que permite
ceder agua al xilema. En todo caso. la elevada concentra-
cion osmotica en el lubo criboso mantiene en todos los
puntos del recorrido una presion hidrostatica positiva, que
se mantiene incluso cuando la planta tiene un déficit hidri-
co muy acusado y las hojas estdn marchitas (Fig, 3-9).

Este mecanismo de transporic, propuesto inicialmen-
te por Munch en 1930, ha sido cuestionado frecuente-
mente por diversas razones (alin cn 1cx1o0s recientes se
cita como hipdtesis de Munch), pero tamto tas observa-
ciones experimentales como los andlisis tedricos son
congruentes con este mecanismo de transporic que hoy
es gencralmente aceptado. Los cilculos tedricos, 4 par-
tir de los valores del potencial hidrico v det potencial
osmotico, asi como las medidas experimentales directas
utilizando micromandmetros conectados al estilete de
Jos dfidos, indican que el gradiente de preston en el in-
terior de los tubos cribosos oscila entre .02 v 2.0
MPa - m’'. Estos gradientes son suficientes para el mo-
vimiento de la solucién a una velocidad de entre 25 y
300 ¢m - W', valor encontrado en la mayor parte de las
determinactones cxperimentales (Cuadro 5-2). Para ello
¢s necesario que los poros de las placas cribosas estén
abiertos, como confirman las preparaciones cuando la
fijacion se realiza adecuadamente (Fig, 5-3), De acuer-
do con el modelo, no es posible ¢l movimiento bidiree-
cional cn el lumen de un tubo criboso: su existencia, por
otro lado, no ha sido probada en ningin caso de modo
inequivoco. Todos los solutos se mueven a la misma
velocidad con ¢l sentido marcado por el gradiente de
concentraciones, determinado fundamentalmente por
los azdcares.

6. LONGEVIDAD E INACTIVACION
DE LOS TUBOS CRIBOSOS

6.1. La longevidad de los tubos cribosos
oscila de unos pocos dias a varios anos

En la mayor parte de las plantas, 1a vida de los tubos
cribosos es muy corta; los clementos del protofloema
son funcionales unos dias 0 unas pocas scmanas. micn-
tras que los del metafloema vy el floema secundario lo
son durante unos pocos meses. La detencion del trans-
porte en ¢l tubo criboso se acompafia de la incorpora-
cion de calosa, la desaparicién del plasmalema v del
contenido citopldsmico, y finalmente. las paredes celu-
lares son aplastadas como consecuencia de las presio-
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Cuadro 5-2. Velocidades determinadas
experimentalmente para el transporte de solutos
en el floema. (Extractado de datos recopilados
por Crafts y Crisp, 1971)

Especic Velocidad (em - h'!)

Salix sp. 1.5-100
Glyveine mex. 17-7200%
Cucurbita pepo 30-88
Gossypium Tirsutim 35-40
Heracleum mantegazziamaom 35-70
Tritictnn destivim (hoja) 39-57
Metasequaoia glvprostroboides 48-60
Bera vulgaris 50-135
Phaseolus vidguaris 60-80
Saccharum officinearum 60-36(0
Triticum aestivam (tallo) 87-19(}
Cucttrbita sp. 88-300

# Lacifra de 72000 em - h ' no correaponde probablemente i transporte en
el flowma,
nes ejercidas por el crecimiento. En las plantas peren-
nes, ¢l transporte se mantiene por la diferenciacion con-
tinua de nuevos tubos cribosoes debido a la actividad del
cambium. Esta renovacion continua de los elementos
conductores impide, por otro lado. la reduccidn progre-
siva de la capacidad del sistema de transporte que se
produciria si aquélla no tuvicra lugar, ya que estas célu-
las son incapaces de repararse y cualquicr agresion a las
mismas determina su muerte y la inactivacion funcional
de la regidn del tubo criboso atectada.

En algunas especies, no obstante, los tubos cribosos
permanceen funcionales durante varios aios. Ejemplos
de longevidad prolongada se encuentran en el floema
sccundario de algunas gimnospermas v dicotileddneas,
comao Vitis y Tilia. En Vitis, al cesar el transporte en el
olofio. las placas cribesas se cubren de calosa, que se
maoviliza al principio de la primavera al reanudarse el
ransporte.

Notablc al respecto cs ¢l caso de algunas palmas, en
que los tubos cribosos permanccen tuncionales durante
decenas de afos. Debido a la ausencia de actividad del
cambium no hay sustitucion de fos clementos conducto-
res en estas plantas, y cualquier agresion resulta en una
maclivacion irreversible de tos elementos afectados.
Esta situacion es compensada por el elevado nimero de
¢lementos conduclores y su distribucion por toda la sec-
cidn del tallo. Estos elementos estan profundamente in-
terconectados, por lo que en caso de una lesion local, cl
transporte se deriva hacia los elementos mis proximos,
bordeando la region lesionada.

6.2. La inactivacion de los tubos cribosos
reduce las pérdidas cuando hay una
{esion

El contenido de los tubos cribosos se encuentra someti-
do a presion, por 1o que cualquicr lestdn provoca extra-
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vasacion. Si ésta fuera prolongada, representaria una
pérdida insoportable para la planta, pero con la cxcep-
cion de algunos casos notables, cesa normalmente al
cabo de unos pocos minutos, Aun ¢n muchas cspecies
de dicotileddneas, la exudacion es inapreciable. por lo
que no ¢s posible obtener fluido del floema por este
procedimiento.

La detencion de la exudacion se¢ debe a la existencia
de un mecanismo muy eficaz de taponamiento de las
placas cribosas, que dificulta gradualmentc y al final
imposibilita el transporte a través de las mds proximas a
la lesion. Dos factores contribuyen al taponamiento de
los poros. Inicialmente. la proteina floematica se mo-
viliza como consecuencia del flujo asociado a la libera-
cion instantinea de la presion en la lesion, desplazdndo-
se hacia la misma y acumulandose en cl lumen y
alrededor de los poros. Ello es seguido, en ocasiones de
inmediato, por el depésito de calosa. que contribuyc al
scllado definitivo y permanente de las placas cribosas.

Coma la acumulacién de proteia [loemduca en los
poros depende del aumento brusco de flujo provocado
por la liberacion de presidn, resulta comprensible que
este mecanismo de taponamiento no sea desencadenado
por los afidos, ya que éstos apenas alteran el flujo en ¢l
tubo criboso, Tampoco se deposita en este caso calosa,
lo que permite obtener exudado de tos estiletes durante
varios dias. Estas observaciones parecen indicar que el
depasito de calosa es desencadenado por la liberacion
de la presion.

RESUMEN

El floema es un sistema conductor continuo, fuertemen-
te interconectado, constituido por células vivas. que se
extiende por todos los érganos de la planta y hasta unas
pocas células de distancia del extremo del apice del ta-
llo y de la raiz. En el floema de las angiospermas, el
canal de transporte es el tubo criboso. scric longitudi-
nal de células (elementos de Jos tubos) con las paredes
terminales modificadas en forma dc placas cribosas.
con perforaciones de un didmetro considerablemente
mayor que los plasmodesmos. En las gimnospermas,
los elementos conductores son las células eribosas. A
diferencia de los tubos cribosos, no cstan alincadas cn
filas longitudinales, y estdn interconectadas mediante
arcas cribosas ubicadas normalmente en las paredes la-
terales.

El transporte tiene lugar de las zonas productoras de
carbohidratos (fuentes) a las zonas de acumulacion (su-
mideros). La incorporacién en la fuente implica cl
transporte lateral (desde los cloroplastos de la hojas)
hasta el haz vascular, y su ingreso en las clulas o wubos
cribosos mediante un proceso activo y selectivo. La
acumulacién de solutes en el interior del tubo criboso
provoca el descenso del potencial hidrico v Ia entrada
pasiva de agua, que dilata las paredes generdndose asi
una presion que impulsa la solucion, El contenido del

tubo criboso s¢ mueve a lo largo del mismo por un pro-
ceso de flujo mésico (movimiento de la solucion) a fa-
vor de un gradiente de presion gencrado por dilerencias
de concentracion. La descarga de los solutos en los su-
mideros mantiene este gradiente de concentracidn y de-
termina la direccion del transporte cn la planla.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. ;Qué caracteristicas determinan que un organo s¢ com-
porte como fuente o como sumidero?

2. El fluido de floema se mueve en el lumen de los tubos
cribosos impulsado por la presion generada en las tuen-
tes, de modo similar a como lo hace el agua en las tube-
rias de nuestras casas. Para que suba hasta las viviendas,
es necesario aplicar energia mediante el uso de bombas
gue generan la presion necesaria. (Como se aplica Ta
energia en el cuso del transporte en ¢l tloema? (considere
por separado la situacidn en los procesos de carga apo-
plistica v simphistica).

3. En el caso de que se produrea una reduccion transitoria
en el contenido en azicares de un dreano que actda como
fuente (p. ej.. al somhrear una hoja adulta), ; se convierte
en sumidero?

4. Un o6rgano que exporta carbohidratos y. por tanto, se
comporta como fuente, jexporta también otras sustancias
(p. ¢j.. clementos minerales)”?
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CAPITULO

INTRODUCCION A LA NUTRICION MINERAL
DE LAS PLANTAS. LOS ELEMENTOS

MINERALES

lidefonso Bonilla

1. Intreduccion. 2. Scoluciones nutritivas. 3. Elementos esenciales. 4. Elementos heneficiosos. 5. Otros elementos.

1. INTRODUCCION

Las necesidades nutricionales de las plantas se estudian
de forma separada en dos grandes grupos: nutrientes or-
gdnicos e inorganicos, Los primeros representan cntre
el 90 y 95 % dcel peso seco de las plantas y estdn consti-
tuidos por los elementos carbono, axigeno ¢ hidrogeno
obtenidos a partir del CO, de la atmosiera (véase Capi-
tulo 1) y del agua del suclo (véase Capitulo 4). El res-
tante 5-10 %:. constituye la denominada fraccion mine-
ral y es ¢l objetivo preferente de estudio de este capitulo
y de los dos signientes, en los que destacaremos, en pri-
mer lugar, ¢l papel de estos clementos minerales en el
metabolismo de las plantas v la razdn de su esenciali-
dad (Capitule 6); su absorcion. asimilacion y transporte
(Capitule 7); y. por 1iltimo, su relacion con la produc-
cidn agricola, incluyendo los sintomas y ef diagnostico
de las alteraciones nutricionales (Capitulo 8). Evidente-
mente. el interés practico por la nutricion mineral de las
plantas estd intimamente relacionado con este dltimo
icma y, desde mediados del siglo pasado, ha dirigido
los estudios sobre el mismo, sentando las bases de la
nutricion minerad de las plantas.

El ciccto benéfico que produce sobre el crecimiento
de las plantas la adicion al suelo de elementos minera-
les. como cenizas de plantas o cal, ast como ¢l efecto
toxico que productos como la sal ejercen sobre los mis-
mos cultivas son aspectos conocidos ¢en la agriculiura
desde hace mds de 2000 afios. Sin embargo. hasta hace
150 afios, todavia era matena de controversia cientilica
definir si los elementos minerales cumplian una funcién
de nutriente en el crecimiento de Jas plantas. A finales
del siglo xvill, De Saussure (1767-1845). gque estudid
tanto la fotosintesis como la absorcion de nutrientes,
introdujo nuevas téenicas y métodos muy cuidadosos
que le convirtieron en uno de los pioneros en ¢l andlisis

elemental de plantas e introductor de la idea de gue al-
cunos, pero no necesariamente todos los elementes,
pueden ser indispensables. Surge asi el concepto de ele-
mento esencial para ¢l crecimicnto de las plantas.

En la misma época. S. Sprengel (1787-1859) en Ale-
mania v J. B. Boussingault en Francia enunciaron, ¢l
primero. que un suclo pucde ser improductivo desde el
punto de vista agricola por ausencia exclusiva de un
elemento esencial, convirtiéndose asi en el precursor de
la ey del minimo; el segundo, por su parte, estudio la
relacién entre los efectos de fertilizar los suelos, 1a ab-
sorcion de nutrientes v el rendimiento de los cultivos.
Boussingault fue. ademads. el descubridor de que las le-
oumbres tienen la capacidad de fijar cl nitrégeno at-
maostérico, hecho posteriormente avalado por la identi-
ficacion de tas bacterias fijadoras en los nodulos de las
raices de estas plantas (véanse Capitulos 8 v 10), Ex
s6lo a partir de la mitad del siglo X1X que comienza a
configurarse una vision armanica de los problemas nu-
tricionates de las plantas. Surgen tiguras como Justus
von Liebig (1803-1873). que enuncia nuevamente la
ley del minimo de manera que muchos e atribuyen esta
ley. y J. Sachs, famoso botdnico aleman que, en 1880,
demostrd por primera vez que las plantas podian crecer
y desarrollarse en soluciones nutritivas totalmente ca-
rentes de suelo, lo gue determinaria toda una forma de
mvestigacion, ain hoy vigente, en el estudio de los re-
querimicntos de nutrientes: los cultivos hidroponicos.
Sin embargo. el establecimiento de la nutricidn mineral
de lus plantas como disciplina cientifica es principal-
mente ¢l resultado del trabajo de recopilacidn y armoni-
zacion de von Licbig. que reunid loda la informacion
existente en su &poca de forma estructurada, siendo cla-
ve también su contribucidn a la eliminacion definitiva
de la teoria aristotélica del humus (1848). Este hecho
condujo a un rapido aumento en ¢l uso de fertilizantes
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minerales. Al final del siglo XIX, especialmente en
Europa, grandes cantidades de potasy, superfoslalo vy,
posteriormente, nitrégeno inorgidnico fueron usadas en
agricultura y en horticultura para mejorar el crecimien-
to y la productividad de los cultivos.

Las conclusiones de Liebig fueron que los elementos
minerales tales como N, P, K. Ca, Mg, Si. Na y Fe cran
totalmente esenciales para ¢l crecimiento de las plantas;
sin embargo, se llegaba a dicha conclusiéon mds por la
observacidon y cspeculacidn que por la precision de los
experimentos realizados. El hecho de que la «tcorfa de
los elementos minerales» estuviese basada en estos de-
[ectuosos cimientos fue una de las razones para ¢l gran
namero de estudios acometidos a linales del siglo dieci-
nucve. A partir de estas y otras extensas investigaciones
sobre composicion mineral de diferentes cspecies de
plantas crecidas en diferentes suelos, se llego a la con-
clusion, a principios del siglo XX, de que ni la presen-
cia ni la concentracién de un elemento mineral son
criterios de esencialidad. Las plantas ticnen una capaci-
dad limitada para la absorcion selectiva de aquellos mi-
nerales que no son Necesarios para su crecimiento y que
pucden llegar a ser tdxicos. En consecuencia, la compo-
sicion mineral de los diferentes suclos en que crecen las
plantas no sirve para establecer si un elemento mineral es
csencial o no. Una vez reconocido esto, se realizaron ex-
perimentos en agua y arena con omision de determinados
elementos minerates. Mediante téenicas sencillas fueron
posibles una caracterizacion mas precisa de la esencia-
lidad de los elementos minerales y una mejor compren-
sidn de su papel en el metabolismo de Tas plantas,

El avance en estas invesligaciones estuvo y esti, es-
trcchamente relacionado con el desarrollo de la quimica
analitica, particularmente con la purificacion de fos
reactivos quimicos y de los métodos de medida. Esta
relacién se refleja ficlmente en la cronologia con que se
descubrié la esencialidad de los distintos micronutrientes
a lo largo de Ta primera mitad del siglo XX, en compara-
cidn con cf estudio aislado del Fe en el siglo anterior.

El término elemento mineral esencial (que también
denominaremos en este capitulo nutriente mineral.
aunque mds estrictamente un nutriente es la forma qui-
mica del clemento mineral esencial en que ¢s disponi-
ble para la planta v organisma vegetal) fue propuesto
per Arnon y Stout (1934). Estos investigadores defien-
den que para que un clemento pueda ser considerado
esencial debe cumplir estos tres criterios:

1. Una planta seri incapaz de completar su ciclo vi-
tal en ausencia del clemento mineral considerado.

2. La funcidn que realice dicho elemento no podra
ser desempediada por otro mineral de reemplazo
o de sustitucidn.

3. Elelemento deberd estar directamente implicado
en el metabolismo —por ¢jemplo, como compo-
nente de una molécula csencial de la planta—. o
debera ser requerido en una fase metabdlica pre-
cisa, tal como una reaccidn enzimdtica.

De acuerdo con esta estricta definicion, aquellos ele-
mentos minegrales que compensen los efcctos téxicos de
ofros elementos o aquéllos que, simplemente. reempla-
cen a nutrientes minerales en algunas de sus funciones
cspecificas menores, tales como el mantenimiento de la
presion osmotica, no son csenciales. pero pueden ser des-
critos como elementos beneficiosos (véase apartado 4).

Todavia resulta dificil gencralizar qué elementos son
esenciales para ¢l crecimiento normal de las plantas.
Esto es particularmente obvio cuando comparamos las
necesidades de plantas superiores v el conjunto de otros
organismes fotosintéticos, como las algas, o no fotosin-
téticos, como los hongos. Para las plantas superiores
estd bien definida la necesidad de 17 clementos mine-
rales, aunque la esencialidad del niguel se restringe a
un namero limitado de plantas. También el sodio y ¢l
silicio. muy abundantes en la biostera, se comportan
coma esenciales para algunas especies de plantas (Cua-
dro 6-1).

Dadas las continuas mejoras en las técnicas analiticas
y en la purificacidon de compuestos quimicos, esta lista
podria muy bien extenderse cn un {uturo e incluir ele-
mentos minerales hoy no reconocidos como esenciales,
pero que podrian serlo en muy bajas concentraciones en
las plantas, como es el caso de los micronutrientes. La
mayoria dc estos micronutrientes corresponde a consti-
tuyentes enzimaticos y, en consccuencia, solo son nece-
sarios en muy pequefias cantidades. En contraste, los
denominados macronutrientes son ¢lementos consti-
tuyentes de biomoléculas estructurales, tales como pro-
leinas, lipidos o carbohidratos. o actian como osmoli-
tos. Estas diferencias en su funcidn quedan reflejadas en
las distintas concentraciones medias que estos nutrientes
presentan en el andlisis de mincralizacién de un determi-
nado vegetal (Cuadro 6-2) para conseguir su crecimiento
adecuado (véase Capitulo 8). Tales valores pueden variar
considerablemente dependiendo de la especie, la cdad de
la planta y la concentracién mineral de otros elementos
{Cuadro 8-2).

2. SOLUCIONES NUTRITIVAS

Establecida la posibilidad de utilizar soluciones nutri-
tivas sencillas a mediados del siglo x1x, I, Sachs disefid
una solucién acuosa muy simple, constituida por 6 sales
inorgdnicas (Cuadro 6-3), que permitiria a las plantas
crecer y maducar en ausencia de suelo. Variaciones so-
bre este sistema han dado lugar a los cultivos hidropé-
nicos, herramienta principal a la hora de establecer la
csenclalidad de los nutrientes. Por otra parte, la gran
pureza que en estos momentos puede conseguirse en la
sintesis de sales inorgdnicas, con una bajisima concen-
tracion de impurczas, hace que el control sobre la com-
posicién de soluciones de dichas sales sea muy preciso.
Hace un siglo, estas impurczas bastaban para cubrir las
necesidades de microelementos v dificultaba enorme-
mente el estudio de la nutricion mineral. Las soluciones
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Cuadro 6-1. Elementos esenciales y beneficiosos para plantas, algas y hongos
Plantas
Clasificacidn Elementos superiores Algas v hongos
Macroelementos esenciales o C.O.H.N. P, S. + + Excepto Ca para los hongos
macronutrientes K, Mg. Ca
Microclementos esenciales o Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, + + Excepto B para los hongos y las
micronutrientes ClL Ni algas. con la excepcion de las
diatomeas
Elementos beneficiosos Na, 5i. Co. L V. .. + +

Adaptado de Marschner (1995).

de Hoagland y Arnon (1950) y de Hewitt (1966) marca-
ron un hito en la investigacion de este campo (Cuadro
6-4}.

Actoalmente. lo mds habitual es hacer crecer las
plantas sobre un sustrato normalmente incrte. del tipo
arena de cuarzo, vermiculita o perlita, que no aporta
nutricntes a la planta y que sirve como soporte [isico de
la misma. En los cultivos de hidroponia pura no cxisle
ese sustrato; la planta se suele sujetar sobre una superfi-
cie plistica agujereada y las raices, que exhiben un de-
sarrollo muy superior a la situacién anterior, s¢ hallan
inmersas en la solucién nutritiva. En esle caso es nece-
sario un dispositivo de aireacion, del tipo bomba de pe-
cera, para evitar la anoxia.

Cada vez resultan mas utilizadas distinlas variacio-
nes de la denominada nutrient film technique, 1écnica
de ldmina nutritiva, en la cual las rafces estan continua-
menle bafiadas por una fina pelicula de solucion nutritiva
recirculante, que discurre por el fondo de unos canales

plasticos ¥ donde no existen problemas de anoxia, por-
guc ¢l oxigeno disuelto se repone cada vez que se bom-
bea la solucién a la cabecera del dispositivo (Fig. 6-1).
La utilizacién de los cultivos hidropdnicos con fines
de explotacion agricola ¥ sus maodificaciones, como la
fertilizacién en riego por goteo o la fertirrigacién en
cultivos horticolas y plantas ornamentales principal-
mente, seran objete de estudio en el Capitulo 8.

3. ELEMENTOS ESENCIALES
3.1. Los elementos presentes en mayor
cantidad en las plantas se denominan
macroelementos o macronutrientes

Tradicionalmente: los elementos esencigles se dividen
en dos categorias: 1) los macronutrientes vy, 2) los mi-
cronutrientes, clementos traza u oligoelementos. Esta

Cuadro 6-2. Elernentos esenciales en la mayoria de las plantas, formas de absorcion y concentraciones gue
se consideran adecuadas. Las formas preferentes de absorcion se resaltan en negrita
Concentracion en peso seco
N.? relativo
Simbolo Formas de Peso mg - kg dtomos res-
Elemento gquimico ahsorcion atomico pmol - g ! {ppm} % pecto al Mo
Molibdeno Mo MoO ] 95.95 0.001 0.1 — |
Niguel Ni Nj2* 58.70 ~0.001 ~0.1 — 1
Cobre Cu Cu', Cu™" 63.54 0.10 6 — 100
Cinc Zn Zn*’ 65.38 0.30 20 — 300
Manganeso Mn Mn2* 54.94 1.0 50 — 1000
Hierro Fe Fe'', Fe’' 35.85 2.0 100 — 2000
Boro B H,BO, 10.82 2.0 20 — 2000
Cloro Cl Cl- 35.46 3.0 100 — 3000
Azufre S SO, 32.07 30 — 0.1 30 000
Fasforo P H,PO_, HPO 30.98 60} — 0.2 60 000
Magnesio Mg Mg?* 24.32 80 — 0.2 80 000
Calcio Ca Ca?? 40.08 125 — 0.5 125 000
Potasio K K' 39.10 250 — 1.0 250 000
Nitrégeno N NO;. NH/ 14.01 1000 — 1.5 1 000 000
Oxigeno O 0, H,0 16.00 30000 — 45 30 000 000
Carbono C O, 12.01 40 000 — 45 40 000 000
Hidrégeno H H,O 1.01 60 000 — 6 60 000 000

Basado en Epstein (1972), Sulisbury ¥ Ross {1992) ¥ Marschner (1995).
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Cuadro 6-3. Composicion de la solucion nutritiva de Sachs (1860}

(mM) concentracién
Sales Formula aproximada
Nitrato potasico K NO, 9.9
Fostato cdlcico Ca, (PQ,), 1.6
Sulfato magnésico Mg SO, - TH,O 2.0
Sulfato cileico Ca 30, 3.7
Cloruro sédico Na Cl 4.3
Sulfato ferroso Fe 50, Trazas

distincién no ticne implicacién cualitativa ya quc 1odos
ellos son igualmente esenciales, sino que refleja, exclu-
sivamente, las concentraciones relativas encontradas en
los tejidos o que son regueridas en las soluciones nutri-
tivas. Los seis elementos que estudiaremos a continua-
cion (N, P, K., §, Ca. y Mg} constituyen, junto con H, C
y O, la totalidad de macroclementos. En gran parte,
pero no de lorma exclusiva, estan implicados en la cs-
tructura de las moléculas, y su nombre hace referencia a
que se necesitan en grandes cantidades; su presencia en
los tejidos esta siempre por encima del 0.1 % (30
pamol - ¢~ ' de peso seco) (Cuadro 6-2). Al contrario de
lo que sucede con los micronutrientes, cstdn perfecta-
mente definidos desde mediados del siglo XIX.

Nitrogeno

Después del agua, el nitrégeno es el nutriente mds im-
portante en ¢l desarrollo de la planta dada su abundan-
cia en las principales biomoléculas de la materia viva;
si a esto anadimos que los suelos suelen ser mas defi-
cientes en nitrégeno que en cualquicr otro elemento, no
resulta extrafio quc seq, junto con el Py ¢l K, el elemen-
to clave en la nutricién mineral. Las formas ionicas pre-

ferentes de absorcion de nitrogeno por la raiz son el
nitrato (NO3 ) y ¢l amonio (NH ) (véanse Capitulos 7 y
15). Existe también la posibilidad de conseguir N, at-
mosférico fijado simbidticamente por leguminosas y al-
gunas otras familias de plantas gracias a microorganis-
mos de géneros como Rhizobium v Frankia {véase
Capitulo 16) y también por la absorcion de amoniaco
(gas) que s¢ introduce en la planta a través de estomas:
ambos lerminan convirtiéndose en amonio. La asimila-
cidn tanto de nitrato como de amonio se estudia amphia-
mente en ¢l Capitulo 15, No resulta facil fijar el estado
nutricional de las plantas en lo que sc refiere al nitrége-
no, dado que la presencia del ion nitrato se ve reguiada
por aspeclos como la desnitrificacion hasta formas ga-
scosas de N, la inmovilizacion microbiana y la lixivia-
cion, mientras que el ion amonio se ve afectado por su
volatilizacion en forma de amoniaco, su absorcién por
¢l coloide arcilloso-hdmico del suelo y la nitrificacién,

La mayor partc del N del suelo se cncuentra en la
fraccién de nitrégeno orgdnico, no asimilable por las
plantas. De ahi la importancia de los procesos de mine-
ralizacién del N en el suelo habitualmente controlados
por microorganismos, por lo que es muy dificil dictami-
nar el potencial nutritivo de N en el suelo, alin mas si
consideramos los procesos mencionados de desnitrili-

Cuadro 6-4. Composicion de la solucion de Hoagland y Arnon {1950) modificada ligeramente

Concentracion Concentracion
Sales Férmula (mM) Elementos (mg L "

Nitrato cdlcico Ca (NO;), 2.5 Ca 103
Fosfato potdsico KH, PO, 0.5 N 105
Nitrato potdsico K NO, 2.5 K 118
Sulfato magnésico Mg SO, 1.0 5 33
Sulfato de cinc 7Zn S0, 0.00039 Mg 25
Sulfate manganoso Mn SO, 0.0046 P 15
Sulfate ciprico Cu SO, 0.00016 Fe 10
Acido bérico H, BO, 0.0234 B 0.25
Acido molibdico Mo OQ,H, 0.000051 Mn .25
Sequestrene (Fe) Fe 0.179 Zn 0.025

Cu 0.01

Mo 0.0052

Cl 0.50
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Figura 6-1. Vista general de los invernaderos de Solar

Oasis en Tucson {Arizona). En primer término, cultivos cre-

cidos con la técnica de nutrient film. En segundo tér-

mino, cultivos crecidos en solucion nutritiva sin soporte
inerte {fotografia de Bonilla, 1986).

cacidén y lixiviacion. Esta dltima delermina €l enorme
impacto ambiental que los nitratos de origen agricola
ejercen en la contaminacion de los acufleros subterrd-
ncos.

En la planta, ¢l N se distribuye en tres grupos: mds
del 50 % sc halla en compuestos de elevado peso mole-
cular {proteinas y dcidos nucleicos): el resto. en forma
de N organico soluble (aminodcidos, amidas. aminas...)
¥ N inorgédnico (principalmente iones nitrato y amonio).
Su contenido en ¢l total del peso seco de la planta oscila
entre ¢l 1.5 y el 5%.

Los sintomas de deficiencia (véase Capitulo 8) de N
son los caracteristicos de un elemento muy movil: clo-
rosis en las hojas adultas que, con frecuencia, caen de la
planta antes de ser necréticas (Fig. 6-2). Algunas plan-
las, como tomalte y ciertas variedades de maiz, mues-
tran una coloracién purpirea causada por la acumula-
cion de pigmentos antocianos.
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Figura 6-2. Impacto de la deficiencia de nitrégeno en el

cultivo de remolacha azucarera (Beta vulgaris). EI N junto
con el Ky el B son los principales factores nutricionales li-
mitantes del cultivo.

Un exceso de nitrogeno se manifiesta por un cxceso
de follaje con un rendimiento pobre en frutos, como su-
cede en cultivos tan diferentes como los de citricos v
patatas. En general, existe un desarrollo radicutar mini-
mo frente a un desarrollo foliar grande, con la consi-
guiente elevacién en la proporcién parte aérea-raiz, jus-
to lo inverso de lo que sucede en condiciones de
deficiencia (Fig. 6-2)}. También, en algunos cultivos, el
exceso de nitrégeno determina un retardo en la tlora-
cion y formacion de semillas.

Fdsforo

El fosforo ¢s disponible para la planta como ion fosfato
y se absorbe preferentemente como H,PO, en suelos
con un pH infertor a 7 y como anién divalente HPO;
cn suelos bésicos, con pH por encima de 7. En contraste
con el nitrégeno, el fosfore no se encuentra en forma
reducida en las plantas, sino que permanece como fos-
fato ya sca en forma libre o como un compuesto orgi-
nico, principalmente como éster fosférico con grupos
hidroxilos, o formando enlaces anhidridos ricos en
energia, como es el caso del ATP o del ADP. Desempe-
fia, por tanto, un papcl clave en la fotosintesis, la respi-
racion y ¢n lodo el metabolismo energético.

Asimismo, ¢l fdsforo tiene un papel estructural im-
portante en muchas moléculas y estructuras ceclulares,
como cn ¢l caso de los enlaces diéster presentes en los
dcidos nucleicos y cn los fosfolipidos, los cuales son
fundamentales en las estructuras membranosas (véase
Capitulo 1). Con todo, una parte importante del fosfato
cn la planta se encuentra en forma idnica libre: el 73 %
en las vacuolas y ¢l 25 % restante, en la matriz. y los
orgdnulos ciloplasmaticos, en equilibrio con los ciclos
metabdlicos.

El fosfato se redistribuye ficilmente en la mayoria de
las plantas de un 6rgano a otro, acumulindose en las
hojas jovenes v en las tlores y semillas en desarrolto: en
consecuencia, los sintomas de deficiencia se presentan
primero en las hojas adultas. Las plantas deficientes
presentan enanismo y. en contraste con las deficientes
¢n N, un color verde intenso, tomando un color parduz-
co a medida que mueren. La madurez se ve retardada cn
comparacion con la de las plantas control aunque en
muchas especics, es la relacién del P con el N la que
regula la maduracion: el exceso de nitrégeno la retarda
y la abundancia de [ésforo la acelera (Fig. 6-3).

Et [6sforo en exceso detcrmina. al contrario que en el
caso del nitrégeno, un gran desarrollo de las raices en
relacion con la parte aérea, lo que determina una baja
propercion parle aérea-raiz.

Un factor muy importante quec facilita la absorcién
de fosforo en condiciones naturales es la presencia de
micorrizas, que son asociaciones simbidticas entre hon-
gos del suelo y las rafces de las plantas (véanse Capi-
tulos 7 v 8 para mas detalles).
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Figura 6-3. Lainterrelacion P y N, observada en varios cul-

tivos, queda aqui reflejada por 1os niveles de N expresado

como NH; en savia. Existe una acumulacion de NH; en el

estado deficiente de P que retrasa la maduracion y ta rique-

za en sacarosa (Bonilla v col., 1980, Anal. Edaf. Agrobiol,
XXXIX, 217-237).

Potasio

Junto con el Py el N, constituye ¢l contenido principal
de los fertilizantes de maxima comercializacién debido
a la importancia de estos tres elementos (Fig. 6-4). Su
comportamiento, a pesar de su naturaleza catidnica, es
muy similar al que presentan el {6sforo y el nitrdgeno,
redistribuyéndose con suma facilidad de los érganos
maduros a los juveniles dada su solubilidad y baja afini-
dad por los ligandos orgdnicos. de los que ficilmente se
intercambia. Es el cation mds abundante ¢n la vacuola y
el citoplasma, donde puede alcanzar concentraciones de
100 mM y entre 2000-5000 ppm en el xilema, p. €]., cn
remolacha azucarera. Desempefia, por tanto, un papel
clave en la osmorregulacidn que tiene lugar en los pro-
cesos de apertura y cierre estomaticos (Fig. 6-5, véase
Capitulo 3), asi como en las nastias y tactismos {véase
Capitulo 24).

Por otra parte, el K es activador de mds de 50 siste-
mas enzimdticos, entre los que destacan oxidorreducta-
sas, deshidrogenasas, transterasas, sintetasas y quina-
sas. Aunque puede ser sustituido en algunos casos, pues
sOlo es necesario para el cambio conformacional de la
apoenzima, dadas las altas concentraciones necesarias,
a veces resulta dificil constderar un sustituto in vivo.

La deficiencia de K en los cultivos sc traduce en una
mayor susceptibilidad al ataque de patogenos en la raiz
y a una debilidad de los tallos que hace a las plantas
especialmente sensibles a la accién del viento, las llu-
vias, etc...., principalmente en el caso de monocotile-
doneas. En dicotileddneas, los primeros sintomas de
clorosis aparecen también en hojas adultas que poste-
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Figura 6-4. Deficiencia de K en el cultivo de remolacha

azucarera. Como puede observarse, el K constituye junto

con el N y el P el principal nutriente de los cultivos; por esta

razdn, estos tres macroelementos estan siempre presentes
en los fertilizantes.

riormente se hacen necréticas; se retrasa el crecimiento
y se producen pérdida de turgencia y marchitamiento,
mucho mas acusados cuando hay déficit hidrico.

En condiciones de exceso de K se incrementa su con-
sumo, salvo en semillas, y ese consumo de lujo puede
interferir en la absorcidn y disponibilidad fisiologica de
Ca v Mg.

Azufre

El azufre se absorbe en [orma de anién sulfato (SOJ )
y, asi, se transporta por el xilema. También pucde ser
absorbido por los estomas de las hojas bajo la torma de
didxido de azufre (50,). contaminante atmosiérico re-
sultante de la combustion del carbén, la madera y el
petrélen. El SO, reacciona con el agua en el interior de
las células formande bisulfito (HSQ, ). que desplaza el
magnesio de la clorofila y disminuye, en consecuencia,
la fotosintesis. El S como sulfato forma partc de sulfoli-
pidos y heteropolisacaridos y, en forma reducida (reduc-
cién que tiene lugar mayoritariamente en los cloroplastos
(véase Capitulo 13)), se chcuentra en aminodcidos como
la cisteina y la metionina. Igualmente, se integra en diver-
sas coenzimas como la tiamina, la biotina y la coenzima
A, compucsto clave en la activacion de dcidos organicos
y, por tanto, en los procesos de sintesis y degradacion de
acidos grasos y cn la respiracion celular. Los grupos -SH
son clave en multitud de reacciones enzimaticas determi-
nando segtin su forma, oxidada o reducida, la actividad de
las mismas. Finalmente, en los dltimos afios, una proteinas
de bajo peso molecular pero con un elevado nimero de
aminodcidos azufrados (cisteina principalmente), las fito-
quelatinas, han cobrado un gran interés por formar com-
plejos con metales pesados (Cd, Cu, Pb, ...) consti-
luyéndose cn uno de los principales mecanismos de de-
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Figura 6-5. El mecanismo de apertura y cierre de los esto-
mas esta asociado con una variacion de la concentracion de
K' en la vacuola de las células de guarda. Durante la aper-
tura del estoma se han observado incrementos de hasta 0.5
M en la concentracidon de K*. En la figura se reflejan dos
maodalidades segln sea el anidn que compensa la carga ca-
tidnica del K'. A) implica bombas de protones y transporte
de K* y Cl . B) implica transporte de K~ y malato. PEP: fos-
foenolpiruvato; OAA: oxalacetato.

fensa de las plantas frenle a estos agentes, téxicos en su
mayoria.

Las deficiencias cn azufre son poco habituales dado
quc la presencia de sulfatos ¢n el suelo resulta suficicn-
le. En caso de producirse, en la planta aparece una clo-
rosis en las hojas muy generalizada, que incluye los ha-
ces vasculares, La redistribucion desde los tejidos
maduros es, en muchas especies. peor que la observada
para ¢l fosforo y el potasio, por lo que los sintomas de
deficiencia suelen apreciarse en primer lugar cn las ho-
jas mds jévenes. Las plantas presentan un menor creci-
miento, s¢ hacen rigidas y quebradizas y, a mivel celu-
lar, son los cloroplastos los organulos mas atectlados.

El margen de normalidad en contenido de azufre para
muchos cultivos se encuentra en un quinceavo del peso
total del nitrégeno.

Calcio

El calcio se absorbe como ion divalente, Ca? ™ es abun-
dante cn la mayoria de los suelos y rara vez se comporta
como un factor limitante, salvo en suelos dcidos con
lluvias abundantes donde resulta necesario ¢l aporte de
sales cdlcicas, principalmente carbonatos, que elevan el
pH. Es mucho mds mavil en cl apoplasto que en el sim-
plasto, por lo que aquellos érganos que reciben el agua
principalmente por esta via pueden presentar problemas
en el suministro del cation. En los cullivos hidroponi-
cos, la deficiencia c¢n Ca se caracteriza por un pobre
desarrollo radicular. Los sintomas de deficiencia son
siempre mds evidentes en tejidos jovenes y zonas me-
ristematicas de raices, tallos y hojas. Existen dos razo-
nes principales que explican cste hecho: por un lado, la

division celular se ve afeclada por la deficiencia de cal-
cio y en los tejidos mencionados el indice mitdtico es
alto; por otro. la lamina media que se forma entre dos
c€lulas hijas, uno de cuyos principales componentes es
el pectalo cdlcico, puede verse alterada.

Existe un hecho muy curioso respecto al calcio y es
gue su concentracion intracelular es muy baja, del or-
den de 1 pmolar (M}, aunque se absorbe en grandes
cantidades y su presencia en la planta es similar 4 la que
puede tener el fésforo, el azufre o el magnesio, lo que
puede significar hasta ¢l | % de materia seca. La mayor
partc de Ca se localiza extracelularmente en la parcd
celular, en los pectatos de la limina media como hemos
indicado y en las membranas (véase Capitulo 1). En ¢l
interior de la célula, el calcio se encuentra en las vacuo-
las donde, dado el pH dcido de las mismas, puede preci-
pitar como sales de oxalato, fosfato, carbonato, sulfa-
to. elc., segun las cspecies. Sin embargo, en el citosol,
su concentracion sigue siendo muy baja, pues si bien
activa algunas enzimas, muchas otras son inhibidas
frente a concentraciones de Ca por encima de 1 uM
{Fig. 6-6) (véase también Capituto 7). Ademis, las co-
rrientes citoplasmaticas también se ven inhibidas con
concentraciones por encima de ese valor, asi como la
formacidn de sales de calcio insolubles con ATP y otros
fosfalos organicos.

El calcio se requierc lambién para la integridad y
functonalidad de las membranas v, recientemente, s¢ ha
visto implicado como scgundo mensajero en el funcio-
namiento de algunas hormonas y en respuestas me-
dicambientales. Como segundo mensajero, estd impli-
cado en la losforilaciéon de algunas protefnas, de
mancra que el Ca puede desempefiar un importante pa-
pel en la actividad y regulacidén de algunas enzimas
(véase Capitulo 18). Su union reversible a una pequeia
proteina citosdlica, la calmodulina, le permite ejercer
una importante funcidn como modulador enzimdtico y
desempeifiar un papel fundamental ¢n el mundo de las
sefiales celulares y en el desarrollo vegetal, como ya se
ha demostrado en la célula animal.

ADP

, atp +Fi
Ca ‘«%E
ADP + Pi

Figura 6-6. Regulacion de la concentracion intracelular de

Ca?*, que se acumula principalmente en la vacuola en for-

ma de oxalato, carbonato, etc., pero también en el reticulo

endoplasmatico {RE) v en el cloroplasto. Concentraciones

de Ca®' en el citosol superiores a 1 #M pueden inhibir la
accion de muchas enzimas.
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Magnesio

El magnesio no cs casi nunca factor limitanie para las
plantas, salvo en suelos muy dcidos o arenosos. Se ab-
sorbe como ion divalente, Mg ", y se comporta como
un elemento muy mévil tanto en la planta como en la
célula. Las hojas adultas son las primeras en expresar
situaciones de deficiencia, al emigrar el Mg a las hojas
mds jovenes. Aqui, la clorosis es muy tipica porque se
dispone de forma intervenal; por alguna razon, las célu-
las del meséfilo préximas a los vasos reticnen la cloro-
fila mds tiempo. Aproximadamente, el 20 % del Mg to-
tal de 1as hojas sc encuentra en os cloroplastos. aunque
sdlo entre el 10% vy el 20 % se presenta en las molécu-
fas de clorofila (Fig. 6-7). El resto se encuentra locali-
zado en forma i6nica soluble en el espacio intratilacoi-
dal y al iluminarse el cloroplasto, pasa al estroma donde
activa enzimas tan importantes como la rubisco, la fos-
focnol-piruvato carboxilasa y la glutamato sintasa. La
asignacion fotosintética del carbono y el nitrdgeno de-
pende, en gran medida, de la concentracion de Mg? ™~ en
el cloroplasto. También interviene en el metabolismo
energético de la planta al formar complejos con el ATP,
ya que las ATPasa utilizan como sustrato los complejos
Mg-ATP. Incluso, la propia fosforilacion del ATP a
partir del ADP necesita Mg” ™.

Esa propiedad de establecer uniones tanto idnicas
como, especialmente, covalentes —caso de la clorofi-
la— lleva al magnesio a estar presente en procesos cla-
ves, como la unidn y estabilizacién de las subunidades
del ribosoma y, por tanto, en la biosintesis de proteinas,
¢ incluso en la transcripcion del mensaje genético por la
activacion de la RNA polimerasa. Por esta razdn, un
aumento en la proporcion de nitrégeno soluble no pro-
teico puede ser un pardmetro de diagnéstico quimico de
la deficiencia de magnesio.

3.2. Los elementos también esenciales
pero presentes en cantidades minimas,
se denominan microelementos o
micronutrientes

Los ocho elementos esenciales restantes (Fe, Mn, 7n,
Cu. B, Mo, Cl y Ni) se agrupan bajo la denominacion de
micronutrientes, elementos traza u oligoclementos. Re-
sultan tan esenciales como cualquier macroclemento vy,
en consccuencia, deben cumplir los mismos requisitos
que satisfacen los macroelementos. Su nombre hace re-
ferencia a la baja concentracion con la quc s¢ cncuen-
tran en los tejidos, inferior al 0.1%¢ {(menos de 3
pmol - ¢~ 1 de peso seco) (Cuadro 6-2).

A diferencia de lo sucedido con los macroelementos,
los micronutrientes no han sido conocidos en su totali-
dad, con la excepcidn del Fe, hasta bien entrado el siglo
XX. Esto es asi porque, dadas las bajas concentraciones
requeridas para alcanzar la normalidad, las impurezas
de las sales utilizadas habitualmente en la constitucion

de las soluciones nutritivas pueden cubrir cumplida-
mente las necesidades de las plantas y demds organis-
mos fotosintéticos. El desarrollo de las técnicas analiti-
cas ha incrementado, por un lado, la sensibilidad para la
deteccion de elementos en varios ordenes de magnitud
y, por otro, la pureza con la que actualmente pueden
conseguirse las sales empleadas en las seluciones nutri-
tivas; todo ello puede depararnos sorpresas en ¢l futuro,
El dltimo micronutriente aceptado como tal ha sido el
Ni en 1987

Hierro

Entre todos los micronutrientes, el hierro es el requeri-
do en mayor cantidad: de hecho, para algunas plantas s¢
le llega a considerar macronutriente. El hierro puede ser
absorbido como Fe?™ (Fe 1II) vy mds facilmente, dada
su mayor solubilidad, como Fe?™ o ion ferroso (Fe 1)
{véanse Capiwlo 7, apartado &, y Capitulo 8).

Su deficiencia en suelos calizos es muy habitual por-
que la solubilidad del Fe es muy baja a pH basico. De
hecho, fue una de las primeras esencialidades en esta-
blecerse por lo {recuente de sus deficiencias y la especi-
ficidad de sus sintomas. Las plantas deficientes en Fe s¢
caractcrizan por una clorosis intervenal en las hojas j6-
venes seguida, en ocasiones, por clorosis en las venas,
confiriendo un aspecto amarillento a la totalidad de la
hoja. En casos extremos. la hoja pucde llcgar a poncrse
casi blanca, como sucede a veces en los ¢itricos.

El hierro se acumula cn las hojas mds antiguas y cs
relativamente inmavil en el floema por la formacion de
dxidos o fostatos férricos, aunque ¢l tema no csta sufi-
cientemente claro. Una forma estable y abundante de
hierro es la que se acumula en los cloroplastos; cerca
del 80 % del hierro de las hojas se localiza en estos or-
ganulos como filolerritina. La deficiencia de Fe modifica
la estructura de los cloroplastos dando lugar a la llamada
clorosis férrica, uno de los signos mis caracteristicos de
aquélla. Cultivos como los citricos son especialmente
sensibles a esta deficiencia dado el pH bisico en el que
son habituales y sélo la formacion de quelatos (com-
plejos orgdnicos con hierro, véase Capitulo 8) es capaz
de solucionar ¢l problema de fa absorcién del hierro en
cstas circunstancias.

La importancia del Fe cn la planta, al igual que en los
animales, radica en dos importantes funciones:

¢ Forma parte de los grupos cataliticos de muchas
enzimas redox del tipo hemoproteinas, como son:
citocromos (tanto mitocondriales como cloroplas-
ticos), catalasas, peroxidasas, cic., que presentan
un grupo hierro-porfirina como micleo prostético.
¢l grupo hemo (Fig. 6-7).

¢ El Fe se encuentra unido a grupos tidlicos de la
cistefna en otras proteinas, hierro-azufre, las sulfo-
ferro proteinas. Estas proteinas son clave en la fo-
tosintesis, como es el caso de la ferredoxina, la ni-
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Figura 6-7. Tanto el Fe como el Mg desempefan un papel clave en la sintesis de ia molécula de clorofila, A partir de la
protoporfirina encontramos Fe como constituyente del grupo hemo en los sistemas redox, pero no de ta clorofila.

cation divalente (Mn2 ™) después de la reduceion de es-
tos Oxidos en la superficie de las raices.

El sintoma mds significativo de la deficiencia en
mangancso es la clorosis intervenal asociada con el de-
sarrollo de pequeiias manchas necréticas. Esta deficien-
cia puede constituir un factor limitante en suelos dcidos
con pH por debajo de 6 y con un alte contenide organico.

Con ¢l microscopio electronico se observa que la
deliciencia en manganeso produce, especificamente.
una desorganizacion de las membranas del tilacoide, y
también de las membranas del nicleo y de las mitocon-
drias, aunque de forma ne tan acusada en estos dos ulti-
mMOos Casos. :

Aunque el Mn activa numerosas enzimas, solo ha po-
dido demostrarse su presencia en dos. La primera es el
complejo manganeso-proleina que transporta los elec-
trones desde el agua al fotosisiema LI, el cual requiere
no menos de cuatro dtomos de Mn por centro de reac-

trite reductasa y la sullito reductasa: en la fijacidn
de mitrogeno —caso de la nitrogenasa— y cn la
respiracion. Los estados redox Fe®  /Fe® ' expli-
can su presencia en estos sistemas enzimaticos,
tanto dc un tipo como de otro. al actuar como trans-
portador de electrones en los mismos (Fig. 6-8).

Existe, ademds, otra razdn para la esencialidad del Fe
que resulta exclusiva del mundo vegetal, v es su papel
cn la biosintesis de la molécula de clorofila. ya que re-
gula la actividad del sistema cnzimdtico encargado de
la formacion del acido d-aminolevulinico (ALA), pre-
cursor de las porfirinas, v el paso de protoporfirina-Mg
a protoclorofilida (Fig. 6-7).

Manganeso

El mangancso existe en varios estados de oxidacion,
configurando distintos oxidos en el suelo que resultan
insolubles vy siendo absorbido, principalmente, como

cion (véanse Capitulos 9y 10). Asi, por ejemplo, en los
heterocistos, células especializadas en la fijacidn del ni-
trégeno en las cianobacicrias filamentosas, no existe fo-
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Figura 6-8. La otra forma de presencia del Fe es como

constituyente de proteinas sin grupo hemo en donde el Fe

estd unido a restos de cisteina, caso de numerosas enzi-
mas (proteinas sulfoférricas).

tosistema Il ni, en consccuencia, manganeso. En segun-
do lugar, el manganeso sc encuentra formando parte de
la Mn-S0D (Mn superdxide dismutasa). una de las
isoenzimas de la SOD presente en las mitocondrias y
los peroxisomas y, de forma mas irregular, cn los cloro-
plastos. Asi, por ejemplo, existe en el tabaco pero no se
encuentra en el guisante. Junto con otras formas que
contienen Fe, Cu o Zn, constituye un conjunto de enzi-
mas implicadas en la defensa de la planta contra la pre-
sencia de radicales superéxido O, formados en diver-
sds reacciones enzimdticas (véase Capitulo 30).

El Mn estd igualmente implicado como activador de
muchas enzimas respiratorias del ciclo de Krebs (des-
carboxilasas y deshidrogenasas), aunque puede ser
recmplazado en ellas —como es el caso de la isocitrato
deshidrogenasa— por otros cationes divalentes, princi-
palmente el Mg? ¥, Asimismo, estd implicado en la ac-
tividad de la arginasa, enzima clave del ciclo de la urca
que escinde la arginina en urea y ornitina, y en la enzi-
ma malica dependiente de NAD en plantas C, (véase
Capitulo 12).

Con todo, las deficiencias de Mn pueden suplirse con
Mg?*, y el problema estriba en no superar determinados
limites que producirian efectos competitivos con el Fe.

Cobre

Rara vez presentan las plantas deficiencias de Cu debi-
do, principalmente, a la escasa necesidad del mismo y a
que esta disponible en la mayoria de los suelos. En con-
secuencia, s6lo a través de experimentos con soluciones
nutritivas y en condicioncs controladas. podemos cono-
cer los resultados de los estados deficientes.

El Cu es absorbido como catidn divalente (Cu® ') en
suclos aireados o como ion cuproso (Cu ") en suelos
pobres en oxigeno o con alto contenido en agua, como
los suelos inundados de los manglares. La forma diva-
lente forma quelatos facilmente con varios componen-
tes del suelo e igual sucede en soluciones nutritivas, lo
que se debe vigilar para evitar estados de toxicidad.

La esencialidad del Cu se explica por su presencia en
diversas protefnas y enzimas implicadas en procesos de
oxidacion/reduccidn. Dos sistemas clave en este senti-
do son la plastocianina, una proteina cloropldstica in-
volucrada en el transporte electrénico de la fotosintesis
entre ¢l fotosistema Il y el fotosistema T (véanse Capilu-

los 9y 10), v la enzima citocromo ¢ oxidasa, una enzi-
ma respiratoria que cataliza la transferencia de clectro-
nes hasta el oxigeno en las crestas mitocondriales (véa-
se Capitulo 14). Por otra parte, el Cu es componente del
complejo enzimdtico fenolasa, que oxida fenoles, y se
relaciona con la biosintesis de lignina, ya que forma
algunos de sus precursores. En cste sentido. entre los
primeros signos de la deficiencia de Cu estén la reduc-
cidn en la lignificacion y una acumulacion de fenoles,
al igual que sucede en la deficiencia de B.

Cinc

El Zn es absorbido como catién divalente. Zn” ¥, proba-
blemente, fa mayoria de las veces, en forma de quelato.
Su dispoenibilidad es mayor a pH bajo (dcido).

La deficiencia de Zn produce clorosis intervenales
fdciles de observar en el maiz, la judia, el sorgo y arbo-
les frutales, lo que sc ha relacionado con un papel esta-
bilizador del Zn sobre la molécula de clorofila. Las
alteraciones mds tipicas son la disminucidn en ¢l creci-
miento de las hojas y el acortamiento en la longitud de
los entrenudos, especialmente en cspecies lefosas. Esta
reduccion del tallo se ha relacionado con la produccidn
de dcido indolacélico (AlA), una de las auxinas mds
habituales {véase Capitulo 19). Hay una clara relacion
entre los niveles de Zn y la concentracion de auxinas
que, incluso, llega a disminuir antes de quc se manifies-
1 la deficiencia de cinc en la planta. Existen prucbas de
su papel en la sintesis del triptéfano, aminoicido pre-
cursor de ia hormona. Por otra parle, el Zn es necesario
para la actividad de, al menos, ochenta sistemas enzi-
maticos (normalmente formando parte de su estructura,
aunquc no sufre cambios en su estado de oxidacion),
por ejemplo, la NADH-deshidrogenasa (véase Capitulo
14). la alcohol-deshidrogenasa, que cataliza el paso de
acetaldehido a etanol en la fermentacién alcohdlica, vy
las cinco anhidrasas carbénicas. descritas hasta ¢l mo-
mento, que aceleran la hidratacion reversible del didxi-
do de carbono a bicarbonato en la lotosintesis (Fig. 6-9)
(véanse también Capitulos 7 y 12). Junto con el Cu,
constituye algunos tipos de superdxido dismutasas
(SOD), presentes en distintos orgdnulos y en el cito-
plasma de la célula vegetal e implicadas en la defensa
contra los radicales superdxidos (véase Capitulo 30).

Por iiltimo, cabe destacar su participacion en la estabi-
lidad del ribosoma v su presencia en la RNA polimerasa,
lo que le convierte en un regulador de la expresion génica.

Molibdeno

El motibdeno existe en el suelo principalmente como
sales de molibdato (MoO37) o (HMoO;). y como
MoS, molibdenita, uno de los principales minerales
que lo contiene. Es el dnico microelemento que aumen-
ta su solubilidad con el pH. En la primera forma, e}
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Figura 6-9. Papel de {a anhidrasa carbdnica (CA} en plantas C,, C;, CAM y microalgas. Todas las formas de CA conocidas
presentan Zn como componente estructural. Basado en Badger y Price, 1994, Plant Mo/ Biol, 45: 369-392.

molibdeno presenta valencia 6 ', mientras que en las
sales de sulfure se presenta como Mo?* . Su funcién en
las plantas deriva principalmente de su participacion en
reacciones de tipo redox como constituyente de siste-
mas enzimaticos esenciales para las plantas superiores,
algas y cianobacterias.

Debido a los minimos requerimientos de Mo, se sabe
muy poco de las formas en que se absorbe v (ransforma
en la célula vegetal. A pesar de esos bajisimos requeti-
mientos y de que resulta extrafio encontrar situaciones
de defliciencia, salvo en zonas del Esic y Sur de Estados
Unidos y Australia en cultivos como la coliflor y el bro-
coli, su esencialidad es indudable. Forma parte de una
enzima clave en la asimilacién del nitrato como es la
nitrato reductasa, rcsponsable de la reduccién de ni-
tratos a nitritos (véase Capitulo 15). Asimismo, forma
parte de la enzima nitrogenasa, fundamental en la fija-
c¢ion bioldgica del nitrogeno y presente en todos los mi-
croorganismos capaces de realizar este proceso de fija-
cidn, tanto en forma libre como en simbiosis (véase
Capitulo 16). También csta implicado en la degrada-
cion de bases piricas como la adenina y guanina, como
constituyente de la enzima xantin deshidrogenasa oxi-
dasa, responsable del catabolismo de aquéllas. Por alti-
mo, parece estar implicado en la formacion del ABA al
ser parte estructural de la enzima que genera ¢l dcido
abscisico (véase Capitulo 22).

Boro

A pesar de haber sido definido como esencial hace mds
de 75 anos, el boro es probablemente ¢l microelemento
pcor comprendido respecto a su papel fisiologico y bio-
quimico en las plantas. Presenta, con la posible excep-
ci6én del carbono, la quimica mas interesante y diversa
de los clementos, lo que unido a que s6lo parece scr
esencial en plantas vasculares, diatomeas y cianobacte-
rias filamentosas fijadoras de nitrégeno, pero no en bac-
terias en general, algas verdes, hongos y animales, hace
que no resulte extrano el interés que, todavia hoy, des-
pierta su estudio.

Dado que el 95 % del boro se encuentra cn las pare-
des celulares, se piensa en un papel bdsicamente estruc-
tural para ¢l microelemento. El hecho de que las mo-
nocotiledéneas presenten menos requerimientos de B
y, al misme tiempo, una fraccién de pectinas inferior a
la existente en dicotileddéneas hace presuponer que el
B csté unido preferentemente 4 esta importante frac-
cion de la pared. La capacidad de establecer enlaces
éster entre ¢l boro y los grupos cis-dioles explicaria la
necesidad del microelemento en la cstabilidad de la
pared.

Al no formar parte estructural de ningiin sistema en-
zimdtico o coenzimatico, yd que no posee cambio de
valencia, se pensd que el B podria estar implicado de
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forma directa en el funcionamiento de los mismos. Sin
embargo, se ha demostrado que 1a deficiencia de B libe-
ra de inhibicién a la 6-P-gluconato deshidrogenasa al
disminuir la concentracidén de complejos formados en-
tre B y 6-P-gluconato, todo lo cual determina una pre-
ponderancia de la via de las pentosas sobre la glucdlisis
cn el metabolismo de la glucosa, con la consiguiente
acumulacion de compuestos fendlicos, que son exire-
madamente t6xicos tanto en la rajz como en Jos tallos,
incluso a concentraciones de 1 uM, lo que explicaria
por si solo el estrés que sufre la planta en condiciones
de deficiencia de boro. Ademds, ésta s¢ acompaia de
un incremento en los niveles de auxinas (AIA), por una
inhibicion de la indolacético oxidasa producida por la
acumulacién de fenoles, dcido cafeico v clorogénico
principalmente.

Por otra parte, el boro se ha visto relacionado con los
principales procesos de la fisiologia vegetal: divisidn y
crecimiento celular, germinacion. regulacién hormonal,

etcétera. Asi, las plantas con deficiencia en boro pre-
sentan una amplia gama de sintomas dependiendo de la
edad y el tipo de planta. Uno de los primeros signos de
la deficiencia de B es. por ejemplo, la inhibicidn ¢n el
crecimiento y desarrollo de las raices, tanto primarias
como secundarias. La division celular en los tallos v en
las hojas jdvenes cesa, v esto se sigue de necrosis y
muerte de los meristemos, lo que se relaciona con su
posible papel en la sintesis de uracilo precursor del
ARN. Si 4 esto afladimos que estimula el alargamiento
del tubo polinico y la germinacion, podemos compren-
der por qué los sintomas de deficiencia en boro resultan
tan espectaculares; es el caso del llamado «mal de cora-
zdn» de la remolacha azucarera, donde se produce una
raiz practicamente hueca que impide la acumulacion de
sacarosa (Fig. 6-10). Actualmente, cxisten datos sobre
una relacion B/Ca que debe desempenar un importante
papel no s0lo a nivel estructural, sino también a nivel de
transduccidn de sefales.

ﬂ{f‘:’ 'rfmf;l

.,[)("'/I{ e

Figura 6-10. A} Cultivo de judia (Phaseolus vulgaris): |a forma deficiente en B presenta menor desarrolio radicular y menor

porte. Crecidas en condiciones de fijacién de N, atmosférico e inoculadas con Rhizobium, también puede observarse un

menor numero de nddulos en la planta deficiente. B) El cultive de vid (Vitis vinifera) se ve claramente afectado por la

deficiencia de B, tanto en la floracion como en la maduracion del fruto vy la produccion de azucar. C) Ef cultivo de remolacha

azucarera (Beta vulgaris) es uno de los mas sensibles a la deficiencia de B, presentando el llamado «mal de corazdns, con

raices practicamente huecas que arruinan la produccion. Las plantas estan crecidas con solucién nutritiva en tiestos tipo
Riviera.
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Cloro

El ion cloruro es ubicuo en la naturaleza y altamente
soluble. Aunque es esencial para las plantas en su cate-
goria de micronutriente, su presencia, relacionada con
mis de 130 compuestos orgdnicos descritos en las mis-
mas, alcanza habitualmente concentraciones de macro-
nutriente. Casi todas las plantas absorben entre 10y 100
veces mds C1™ del que necesitan. Por otra parte, su so-
lubilidad es alta y en forma de anidn se transporta via
tanto xilema como floema. Esta alta movilidad le con-
tiere dos funciones principales:

I3 Mantenimiento del gradicnte de pH existente
entre el citosol y la vacuola por activacidn de la
Mg. Mn ATPasa del tonoplasto (Fig. 6-11).

2} Como soluto osmdticamente activo de gran im-
portancia. Asi, estd implicado en el mecanismo
de apertura,/cicrre de estomas junto con ¢l pota-
sto (Fig. 6-5) y en diversos movimientos o nas-
tias (véanse Capitulos 3 y 24),

Sin embargo, el papel principal que presenta el Cl™
es su implicacion en la fotélisis del agua con emision de
oxigeno en ¢l fotosistema 11, demostrado muy tempra-
namente por Warburg en 1944, aunque el mecanismo
preciso es todavia desconocido {véansc Capitulos 9 y
10). En cualquier caso, su presencia es imprescindible
para la estabilidad del cloroplasto, probablemente como
protector de la oxidacién de los componenics lipopro-
teicos de lus membranas tilacoides.

Las deficiencias de cloro son raras en la naturaleza
dada su disponibilidad y elevada solubilidad en los sue-
los; normalmente, sélo pucden ser observadas en estu-
dios realizados, muy cuidadosamente, con soluciones
nutritivas. En deficiencia de Cl, el desarrollo de las
raices se ve muy reducido en su longitud, aunque se
engrosen en las zonas apicales. Las hojas presentan un
desarrollo reducido, con manchones clordticos y necrd-
ticos llegando a presentar, a menudo. un color broncea-
do gencralizado.

Niquel
El niquel ha sido afiadido recientemente a la lista de

elementos escnciales para bas plantas. Es un elemento
metdlico (Ni) abundante en la naturaleza y siempre pre-

Citoplasma

H* H*

Vacuola

H' {+ R-NH,— R-NH,")

cr
pH <<6

Figura 6-11. Relacidn existente entre la presencia de KCl y

la actividad ATPasa en células de la raiz. En la membrana

plasmatica (MP), la ATPasa se ve activada por la presencia
de K,! v en el tonoplasto (To) por Cl

sente en los tejidos vegetales, aunque con valores muy
bajos de 0.05 a 5.0 mg - kg~ ' de peso seco. Una de las
principales dificultades para establecer su papel esen-
cial son los bajos requerimientos que se han estimado
en, aproximadamente, 200 g para el ciclo vital com-
pleto de una planta, cantidad que puede encontrarse
contenida, en muchos casos, en la semilla. Anle necesi-
dades tan bajas, no resulta extrafio que aunque no haya
sido afiadide de manera expresa a los medios de cultivo,
las propias impurezas de las otras sales hayan cubierto
las necesidades de las plantas estudiadas.

Los datos provienen dec estudios realizados en cerea-
les y legumbres, principalmente aquellas que desarro-
llan nodulos determinados como la judia y la soja (véa-
se Capitulo 16). En estas leguminosas. la forma de
transporte del NH; fijado en los nédulos de la raiz son
los ureidos, dcido alantoico y citrulina, principalmente,
los cuales se transportan via xilema hasta las hojas v,
también, via floema pasan de las hojas mds vigjas a las
mas jovenes y a las semillas en desarrollo. El metabo-
lismo de dichos ureidos implica la formacién de urea y
ésta solo puede hidrolizarse en presencia de ureasa, en-
zima que contiene Ni. Si ¢l metal no se encuentra pre-
sente, la concentracion de urea aumenta y se comporta
como un compuesto toxico que produce necrosis en las
puntas de las hojas. Dado que la degradacion de las ba-
ses paricas (adenina, guanina) ocurre via ureidos en las
plantas, parece probable que todas las plantas, y no sélo
las leguminosas, presenten y, en consecuencia, necesi-
ten Ni para su funcionamiento. En estc sentido, los
experimentos realizados en cebada, aunque obligan a
llcgar a la tercera generacion para que se oblengan se-
millas incapaces de germinar y con importantes anor-
malidades estructurales, demucstran para el Ni el pri-
mer criterio de la esencialidad de un nutriente.

También, en algunas microalgas verde-azules (ciano-
bacterias), como Oscillatoria, concentraciones de 0.05
#M de Ni resultan optimas para el crecimiento con in-
dependencia de la fuente de nitrégenc presente en el
medio. Asimismo, diversas bacterias presentan una cla-
ra dependencia de la presencia de Ni, siendo la mejor
conocida la que presenta Rhizobium, especie en la que
el Ni forma parte de la enzima hidrogenasa, responsa-
ble de la recuperacion del hidrégeno implicado en el
proceso de fijacion de nitrégeno (Capitulo 16).

4. ELEMENTOS BENEFICIOSOS

Ademds dc los 17 elementos esenciales descritos, algu-
nas plantas presentan requerimientos adicionales. Dado
que estos clementos suplementarios no son neccsarios
para la generalidad de las plantas, no sc pueden consi-
derar elementos esenciales y se definen como elemen-
tos beneficiosos. Otra posibilidad es que el elemento en
cuestion sca capaz de suplir, al menos parcialmente, la
falta de otro elemento esencial, o aumentar la tolerancia
en los excesos de absorcién de algin otro u otros ele-
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mentos, como seria el caso del Si frente a concentracio-
nes elevadas de Mn o Fe, habituales en suelos dcidos
donde el silicio reduce los sintomas de toxicidad de es-
tos elementos.

Sodio

Se encuentra como catién monovalente, Na ™. y algunas
plantas lo contienen cn concentraciones mdas propias de
un macronutriente, p. ej., las haldfitas. Sin embargo,
esto se debe a un mecanisme adaptativo de control os-
mélico, aunque en general se tiende a absorber selecti-
vamente mas potasio que sodio. Existen pruebas de su
esencialidd a niveles de micronutriente cn Atriplex y
algunas otras plantas pertenecientes al grupo de la C,,
donde parece que interviene en el acoplamiente del
transporte de metabolitos, dcido pirdvico, entre el me-
sdfilo y la vaina. Algo similar ocurre en las plantas
CAM, pero no resulta esencial para plantas con fotosin-
tesis tipe €. En cianobacterias (microalgas verde-azu-
les) existe un requerimiento cspecifico de Na ', impli-
cado en procesos clave como la fotosintesis, el
transporte de HCO y CO,, la absorcion y asimilacion
de nitratos y fosfatos vy la fijacion de nitrdgeno en espe-
cies filamentosas con heterocistos,

Silicio

El silicio es el segundo elemento mds abundante en la
corteza terrestre. No resulta, pues, extraio que muchas
plantas lo absorban en grandes cantidades. El St puede
significar enire €] 1 y el 2 % dec la materia seca del maiz
e, incluso, porcentajes superiores cn pastos y hasta el
16 % en las cenizas de Equisetum arvense. Resulta muy
dificil realizar experimentos de deficicncia de Si dada
su ubicuidad, in¢luso en el laboratorio por el malerial
de boro-silicato que se utiliza habitualmente. Numero-
s0s trabajos demuestran su esencialidad en gramineas,
donde en forma de dxido hidratado (Si0Q, - nH,0) se
acumula en la pared aumentando su impermeabilidad y
la resistencia al ataque de hongos. no sélo por constituir
una barrera fisica, sino por configurar compuestos sili-
co-organicos que son muy estables frente a las enzimas
de los patdgenos (véanse Capitulo 8 y Fig. 8-8). Ese
aumento de la resistencia mecdnica de los tejidos en
cereales disminuye el denominado encamado de los
mismos. Asimismo, las algas diatomeas necesitan Si
para configurar sus cubiertas, convirtiéndose en esen-
cial el 51 para este grupo, al igual que sucede con el
boro, también con valor de excepeion.

Cobalto

Aunque el Co resulta esencial en animalcs por su pre-
sencia en el nicleo de corrina de la cianocobalamina,

vitamina B,,, no parece esencial cn vegetales, salvo
para leguminosas en condicieones de fijacion de nitrége-
no en simbiosis, si bien es el microorganismo el verda-
dero receptor de ese elemento. En ¢l alga Euglena tam-
bién resulta esencial: su deficiencia determina un
descenso en la sintesis de RNA y DNA, por alteracio-
nes en la sintesis de timina y ribésidos. Si en un princi-
pio se pensé que podria ser esencial en formas fijadoras
de nitrégeno, concretamente en cianobucterias, hoy se
sabe gque se requiere como otros bioclementos, pero no
resulta esencial.

Aluminio

Se encuentra a muy bajas concentraciones en forma so-
luble aunque ¢s un elemento muy abundante en la cor-
teza terrestre. A pH inferior a 3 se solubiliza y puede
afectar de {orma muy negativa a un gran nimero de
plantas. Es una de las principales consecuencias de las
denominadas HNuvias dcidas en muchas zonas de Europa
Central. Sin embargo. en pequerias dosis puede ser alta-
mente beneficioso porque, al igual que sucede en el
caso del S, reduce la loxicidad producida por ¢l exceso
de Ca, Mg o P.

Selenio

Aungue el selenio ¢s generalmente téxico para la mayo-
ria de las plantas, existe un grupo de ellas, las denomi-
nadas plantas seleniferas, cuyo género mas representa-
tivo es el Astragalus, que lo acumulan. Con varios
cientos de especies, la diferencia entre ellas a la hora de
acumular Se es muy grande. Existen especies, como A,
racemosus, capaces de acumular Se por encima del
(0.5 % del peso seco. lo que las convierte en peligrosas
para el ganado, que puede envenenarse de forma mortal
con ellas. S embargo, no estda defimtivamentc estable-
cido que el Se resulte csencial en estas plantas. El Se
desplaza al azutre y configura seleno-aminodcidos det
tipo de selenometionina y selenocisteina. El primero de
éstos, en su forma reticulada, es ¢l principal depdsito de
Se en las plantas acumuladoras. En bacterias se ha ob-
servado la presencia de seleno-protefnas que conticnen
estos aminodacidos, que resultan esenciales al igual que
en animales, estando implicados en procesos de oxido-
reduccion.

Titanio

El titanio no cumple ninguno de los tres criterios esta-
blecidos por Arnon (1939) sobre la escncialidad de los
elementos; sin embargo, se ha podido comprobar como,
por ejemplo, en pimiento (Capsicum annuum L.) bajo 1a
forma de Ti (IV) incrementa la absorcidn de nutrientes
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¥, en consecuencia, la produccion de biomasa. Tiene
también un cfecto activador de pigmentos fotosintéti-
cos, con una acumulacién de Fe? ™ (hierro activo) hasta
cinco veces superior a la presentada en los orginulos de
las plantas sin tratar,

5. OTROS ELEMENTOS

Existen pruchas suficientes que demuestran la esencia-
lidad del iodo (1} y el vanadio (V) en algas marinas y
hongos, y en algas de agua dulce, respectivamente: sin
embargo, en plantas supcriores, estos datos son mds va-
gos. BEn los Gltimos afios se ha prestado un interés espe-
cial a las tierras raras cerio (Ce), y lantano (La), princi-
palmente. La mezcla de ambos elementos en dosis de
micronutrientes se utiliza con aparente éxito en China
como fertilizante foliar en diversos cultivos.

RESUMEN

En este capitulo, sc pasa revista al conjunto de elemen-
tos o nutrientes que se constderan esenciales para las
plantas. Esta parte central de la Fisiologia Vegetal se
denomina nutricién mineral de las plantas y es una de
las que mds contribuye a la comprension del funciona-
miento de éstas. Sin embargo, cs una de las partes mds
complejas dado que su estudio implica no solamente a
[isidlogos vegetales sino también a bioquimicos, quimi-
cos Inorgdnicos, especialistas del suclo, microbidlogos
y ecologos. Hemos visto en primer lugar, las razones
que definen a un elemento como esencial, haciendo una
resefia especial de las soluciones nutritivas como herra-
mienta habitual de trabajo a la hora de definir tales ele-
mentos. Se explican lus causas por las cuales se ha estable-
cido una division entre macroelementos y microelementos
en funcién, no cualitativa, sino cuantitativa, de las ne-
cesidades especificas de las plantas. Asimismo, s¢ resu-
men las razones de orden fisioldgico. bioguimico o mo-
lecular que hacen esenciales a dichos bioelementos. Por
dltimo. se distinguen las diferencias con los denomina-
dos elementos beneficiosos y sc hace un estudio deta-
llado de los mismos, al 1gual que de un pequefio grupo
de otros clementos implicados en la mejora de la pro-
duccidn vegetal.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. ;Cuando se considera que un clemento es esencial para
las plantas?

2. ;Cudl es la diferencia cntre elemento esencial y benefi-
cioso?

3. Enuncie los 17 elementos esenciales para {as plantas su-
periores ¢ indique, al menos, una razon de su esenciali-
dad para 2 macroclementos v 3 microelementos.

4. Las deficiencias de Fe, Mg y N producen, todas ellas,
clorosis: sin embargo, existen diferencias muy marcadas
entre la que estd producida por Fe y la que sc produce
por Mg y N, Defina estas diferentes tipologias de cloro-
sis y explique sus posibles causas.

5. En estos moinentos existen 17 elementos definidos
como esenciales para ¢l crecimiento de las plantas jcree
posible que algin otro elemento pueda afiadirse a esta
lista en el futuro? Ruzone lu respuesta.

6. ;Puede la cantidad de algiin oligoelemento existente en
¢t suelo provocar situaciones de toxicidad en la planta?
Razone lu respuesta.

7. (Qué microelemento es necesario para configurar la es-
tructura funcional de la nitrato reductasa v de a nitroge-
nasa?

8. Explique el posible papel del Ca como segundo mensa-
jero en la célula vegetal.

9.  Cite wres clementos beneficiosos dando, al menos, una
razon de por qué lo son.

10.  ;Cudl es la razon por la que deben airearse las solucio-
nes nutritivas empleadas en ¢l crecimiento de plantas
mantenidas sin soporte mecanico?
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plasma. 8. Sistemas redox del plasmalema. 9. Flujo de iocnes en la raiz.

1. INTRODUCCION

A excepcidén del carbono, las plantas terrestres toman
los componentes esenciales de su biomasa del suelo,
Asl, macronutrientes y micronulricnies son incorpora-
dos desde la solucidn salina del suelo hasta el interior
de las células, donde son almacenados, metabolizados o
transportados a otras células. tejidos u drganos.

Una caracteristica que comparten todas las células
vivas es su capacidad dc mantener en su interior iones y
moléculas notablemente fuera del equilibrio. En gran
medida, esa propicdad se debe a las caracteristicas es-
tructurales y funcionales de la membrana plasmdtica,
plasmalema en las células vegetales (véase Capitulo 1),
El plasmalema es algo mas que una doble capa lipidica
compuesta por distintos tipos de fosfolipidos y eslero-
les; conticne distintos tipos de proteinas, algunas de
ellas con una marcada actividad enzimdrica, a través de
las cuales existe un continuo trifico de iones que permi-
te a las células incorporar y acumular nutrientes, excliuir
lones o sustancias toxicas, o intervenir cn distintas res-
puestas a estimulos hormonales o medioambicntales.

No todos los 1ones se transportan a través del plasma-
lema de a misma forma o a través del mismo tipo de
proteina. Algunos son transportados y acumulados en
condiciones cercanas al equilibrio, otros s¢ transportan
¥ se acumulan muy por encima © muy por debajo del
mismo. En el primer caso se habla de transporte pasi-
vo o difusivo; cn el segundo. de transporte activo.

2. CRITERIO TERMODINAMICO PARA
DISTINGUIR ENTRE TRANSPORTE ACTIVO
Y PASIVO

Un ion se mueve de forma pasiva si lo hace a favor de la
fucrza fisica que actia sobre €1, denominada fuerza ion

mofriz. Un ion es transportado de forma activa si su
movimiento se realiza en contra de dicha fuerza, para lo
cual las células vivas cmplean energia metabdlica. Sa-
ber calcular la fuerza ion motriz es imprescindible para
distinguir ambos tipos de transporte. Comao se vera mas
adclante, la fuerza ton motriz ¢cs la diferencia cntre el
potencial de membrana de las células y el potencial
de Nernst para el ion problema.

2.1. Laecuacion de Nernst expresa asimetrias
de concentracion de iones en términos
de voltaje

Los iones licnden a moverse cuando hay una lucrza que
los cmpuja. La energia asociada a un 1on (j) depende,
aparte de sus caracteristicas intrinsecas. de su concen-
tracion (C) y de las condiciones eléctricas donde se en-
cuentre (). La suma de esos tres componentes s¢ deno-
mina potencial clectroquimico (i) y cuantifica la
capacidad de trabajo que un ion posee:

f = + Rl'in C; + zFy

donde ¥ es el potencial quimico en condiciones estan-
dar, R es la constlante de la ecuacidn general de los ga-
ses (8311 K 'molh, Tesla temperatura absoluta (K). z
es la carga del ion, Fes la constante de Faraday (96.5 )
mol ' mV™") y i es el campo eléctrico donde el ion se
cncuentra.

Si se tienen dos compartimentos «e» ¢ «i» y el ion
cstd en equilibrio termodindmico, los potenciales clec-
troquimicos en ambos compartimentos son iguales
(Fig. 7-1):

g =

99
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Figura 7-1. Esquema de dos compartimentos, uno exte-

rior «ue» y otro interior «i», separados por una membrana

semipermeable, a través de la cual el ion «j» puede fluir
hasta alcanzar el equilibrio termodindmico.

por tanto, puede escribirse que:

wh + RTIn C 4 2y = p* + RT In C + oFyrs
Agrupando los términos eléctricos a la 1zquicrda y
los de concentracidn a la derecha, la expresidn anterior
pucde simplificarse:
K@ — %) = RT (In ¢ — InC)

y por tanto,

! RT (¢
EY = nd
PTE"G

Esta ecuacion es de las mas citadas en la literatura
biolégica y se denomina ecuacion de Nernst. La dife-
rencia ' — ¥ es el potencial de membrana con el cual
cl ion «j» estarfa en equilibrio; se denomina potencial
de Nernst y se abrevia E}. Al objeto de facilitar los
cdlculos, es recuente encontrar la ecuacion escrita con
logaritmos decimales:

o RT

J ZF

gy

2.303 log,,

T

[

Asi, para un ion catién monovalente (z=+1), y auna
temperatura de 20 “C, RT/zF vale 25.2 mV y, mulupli-
cado por 2.303, vale 58 mV.

Esta ecuacion puede leerse de izquierda a derecha o
de derecha a izquierda. En el primer caso, si se tiene un
potencial de referencia, puede calcularse la asimetria de
un ion cuando estd en equilibrio en ambos comparti-
mentos. En el segundo caso esta ecuacidn permite, a
partir de una asimetria de concentracion, calcular un
potencial con el cual el ion «j» estard en equilibrio ter-
modindmico. Notese que una variacién de diez veces cn
la asimetria de un ion monovalente significa una varia-
cién de 58 mV en el potencial de Nernst. Es ilustrativo
pensar que una asimetria 1/100 para un catién monova-
lente, como el K*, estaria en equilibrio con un potencial
de —116 mV. En cambio, una asimctria similar se
mantiene para un catién bivalente, como el Ca’, con
solo —58 mV. Para un anién monovalente como el

Cl ,un potencial de -116 mV mantendria una asimetria
100/1. Es evidente que un compartimento cargado ne-
gativamente (interior con respecto al exterior) tiende a
acumular iones positivos y 4 excluir negativos.

2.2. Lafuerzaion motriz es la diferencia entre
el potencial de membrana y el potencial
de Nernst

En los sistemas vivos, la mayoria de los iones no estd en
equilibrio. La magnitud de la desigualdad puede calcu-
larse a partir de la diferencia entre el potencial electro-
quimico de un ion en los dos compartimentos involu-
crados. El gradiente de potencial electroquimico
seria la diferencia entre ambos compartimentos:

Afi;= [ + RTINC + 2Py — [1F + RT In C + 2F)]

Agrupando los érminos eléctricos y de concentra-
cidn, se nene:

Afi, = [zF @' — )] — | RT ln%

f

La ecuacion de Nernst permite expresar un cociente
de concentraciones como un potencial eléetrico, y vice-
versa. Asi, RT In C/C] en esta dltima ecuacién puede
sustituirse por su valor expresado cn términos eléctri-
cos: Y+ 2F, es decir:

Af = [F@' — yo] — [£) 2F]

donde ' — Y es la diferencia de potencial eléctrico
que cxisle entre ambos compartimentos o potencial de
membrana (£ ) y puede medirse independicntcmente.
Finalmente, la expresion quedaria como:

AfifF = «E, — EY)

El gradiente de potencial electroquimico para un ion,
o fucrza ion motriz, expresado en mV (A [i/F), es la
diferencia entre el potencial de membrana (E,)) v el po-
tencial de Nernst (E) para el ion, multiplicado por la
carga. Véase que cuando el potencial de Nernst para un
ion y el potencial de membrana son iguales, el gradien-
te de potencial clectroquimico es cero y el ion estd en
equilibrio. Para un calién monovalente, si £, es mas
negativo que bJV, la fuerza ion motriz ¢s ncgativa y el
ion tiende a entrar en ¢l compartimenio «i». Por el con-
trario, si [le es mas negativo que E , la fuerza ton mo-
triz. adquiere valor positivo, el ion se acumula cn «i»
por encima de su valor de equilibrio y la fuerza (isica
que lo empuja se dirige hacia fuera (Fig. 7-2).

El transporte pasivo o difusivo de un ion se produce a
favor del gradiente de potencial clectroquimico o fuer-
7a ion motriz. El transporte pasivo implica, asi mismo,




e
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AQfF =7 (E,, —EM)

Figura 7-2. El gradiente de potencial electroquimico para
el ion «j» o fuerza ion motriz es la diferencia entre el poten-
cial de membrana (£} y el potencial de Nernst (E™), multi-
plicada por la carga del ion (2). Cuando esta variable ad-
quiere un valor positivo, el ion esta sometido a una fuerza
fisica que tiende a sacarlo del compartimento «i». Cuando
tiene valor negativo, el ion se ve empujado a entrar en «i»,

que ¢l ion tiende a acumularse en las células en una
concentracién proxima al equilibrio para un potencial
de membrana determinado. La razén para cto es que el
transporte pasivo tiende a igualar ¢l potencial de Nernst
del ion que sc mueve (E') al potencial de membrana
(£,3. Una variacién cn la concentracion externa o inter-
na determina una nueva reorganizacion de las concen-
traciones a ambos lados de la membrana hasta alcanzar,
de nuevo, el equilibrio.

En una sitwacidn real, por ejemplo, una célula de la
rafz, la concentracion de un determinado ion en el suelo
cambia continuamente debido a dilucidn, adsorcion.
transporle y movilizacion. Dentro de la célula, al mis-
mo tiempo, la concentracidn también cambia debido
principalmente al transporte (dentro o fuera de la célu-
la) o al metabolismo. En una célula viva, ¢l equilibrio
para un ion es una situacién dindmica en la que cl ion
fluye continuamente a través del plasmalema.

Es importante tener en cuenta, no obstante, que hay
muy pocos iones que se comporten de esa forma. Un
ejemplo podria ser el del K', cuando hay cantidad sufi-
ciente en ¢l suelo. En todas las plantas y para casi todos
los iones. el potencial de membrana siempre es mas ne-
gativo que el potencial de Nernst, lo que los sitda fuera
del equilibrio,

En el caso dcl transporte activo, el 1on s¢c mueve en
sentido opuesto al de la fucrza fisica que actia sobre ¢€l,
es decir, en contra del gradiente de potencial electroqui-
mico o fuerza ion motriz. La exisiencia de este tipo de
transporte es esencial para las ¢élulas vegetales, ya que
un correcto funcionamiento de las principales rutas me-
tabolicas requicre concentraciones internas de muchos
iones muy por encima o por debajo de la concentracion
interna de equilibrio.

3. CINETICAS DEL TRANSPORTE ACTIVO
Y PASIVO

A finales de la década de los cincuenta, uno de los pio-
neros del estudio del transporte de tones en plantas, En-
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manuc) Epstein, observé que, en raices de cebada, el K*
se transportaba de dos formas distintas en funcion de la
concentracion externa. Cuando la concentracion exter-
na de KCl era inferior a 0.2-0.5 mM, incrementos en la
concentracion exierna de K™ generaban un incremento
muy ripido de la tasa de incorporacidn que, no obstan-
te, se saturaba a medida que la concentracion externa de
K* crecia. La velocidad de incorporacién se incremen-
taba de nuevo sélo si se afiadian concentraciones de K*
bastante mds altas, y seguia creciendo hasta una con-
centracién de KCI de 50 mM. Este tipo de cinética de
incorporacion s¢ denomindG bifasica (Fig. 7-3).
Basandose cn el estudio cinético de la incorporacion
de K, Epstein propuso fa existencia de dos mecanis-
mos de (ransporte. El primero. que denominé de tipo 1,
serfa capaz de extraer K¥ del suclo a concentraciones
muy bajas y seria saturable. El segundo. que funciona-
ria a concentraciones de K* altas, se denominé de tipo 2
(Fig. 7-3}. Este ultimo, con el margen habitual de con-
centraciones en el suelo, presentaria una cinética practi-
camente lineal y sc saturaria solo a concentraciones
muy allas de K'. Una de las contribuciones mds impor-
tantes de Epstein fue aplicar el modelo de andlisis de 1a
cinética cnzimarica al transporte ionico. Asi observo
que fa cinética descrita para el mecanismo | se ajustaba
a una curvd de Michaelis-Menten:
v=V

max

SHK,, + 5)
donde vy V_ serfan la velocidad de incorporacion vy la
maxima velocidad de incorporacidn del ion, respectiva-
mente; K, seria la concentracion idnica en el medio ex-
terno que produce una velocidad dc incorporacion igual
a la mitad de la maxima y S serfa la concentracion del
ion en el medio externo. La evidente analogia con los
sistemas enzimaticos sugeria que ¢l transporte idnico de
tipo | podria estar mediado por proteinas de membrana
gue tendrian una relacidn de especificidad por los iones
similar a la que existe entre un enzima y el sustrato. En
lugar de catalizar su transformacion cn producto, las
proteinas de transporte catalizarian el trdnsito dc los
iones de un lado al otro de las membranas. Este tipo de

Mecanismo Tipo 2

Tipo 1

v
7/

0.2 50 mM [K*]

Figura 7-3. Cinética bifasica de incorporacion de K " en rai-
ces de cebada. Para este tipo de plantas el cambio de cinéti-
ca tiene lugar entre 0.2 y 0.5 mM.
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proteinas recibié el nombre de transportadores (ca-
rriers) o permeasas y su actividad se asocid a un trans-
porte activo.

El mecanismo de tipo 2, mucho menos cspecifico y
mucho més dependiente de la concentracidn externa., se
asocio a un transporte pasivo (difusivo). No obstante,
algunos autores de la época, usando métodos mds [inos,
tueron capaces de resolver en mds de una cinética cl
componente lineal y llamaron a la cinérica, cn su con-
Jjunto, multifisica, que parecia sugerir un esquema mas
complejo.

Gracias a los estudios de Epstein, por primera vez s¢
hablo de afinidad en referencia a los sistemas de trans-
porte, variable de extraordinaria importancia para ex-
plicar correctamente el uso de los recursos minerales
del suelo, la competencia y la productividad de las es-
pecies vegetales.

4. ENERGETICA DE LAS MEMBRANAS
VEGETALES

El transporte de iones, ya sea pasivo 0 activo, requiere
energia, fisica en cl primer caso y melabolica en el se-
gundo. En una célula, la fuente de energia es el metabo-
lismo, que produce energia quimica v poder reductor.
La encrgia metabdlica s¢ transforma cn cnergia atil
para cl transporte de iones en las membranas a través de
la actividad de las bombas primarias. Estas bombas
son proteinas de membrana que mueven iones (masa y
carga) ¢n contra de su gradiente de potencial electraqui-
mico, utilizando energia metabdlica v generando gra-
dientes tanto de concentracion como cléctricos. El
transporte de ioncs que tiene lugar a través de las bom-
bas primarias se denomina transporte primario. Debi-
do a la capacidad de las bombas primarias para gencrar
diferencias de potencial eléctrico al tiempo que catali-
zan la hidrolisis del ATP, las bombas primarias reciben
et nombre de electroenzimas.

La bomba primaria de las células animales es la bom-
ba Na™-K* que impulsa la salida de 3 iones Na* y la
entrada de 2 1ones K* consumiendo ATP. La energia
contenida en el enlace rico en energia del ATP se acu-
mula en la membrana generando al mismo ticmpo un
gradientc de concentracidn de iones Na™ y K' v cargan-
do la membrana negativamente en su interior. La entra-
da de K* compensa parcialmente ¢l déficit de carga po-
sitiva del citoplasma producido por 1a salida de Na*, y
eso hace que la actividad de la Na™-K* ATPasa de las
células animales sea poco electrogénica (Fig. 7-4). La
energia acumulada asociada al Na* puede expresarse,
por tanto, como el gradiente de potencial clectroqui-
mico para el Na* o fuerza Na” motriz en la quc ¢l
componente asociado a la asimetria de concentracién
de Na® es mds importante que ¢l componente eléc-
trico.

4.1. La bomba primaria que «energetiza»
al plasmalema es una ATPasa
de protones

Las células vegetales no tienen bombas Na'-K'. La
bomba primaria del plasmalema es una bomba de pro-
tones que los saca del citoplasma y los vierte al exterior
consumiendo ATP (ATP fosfohidrolasa de protones o
H*-ATPasa) (Fig. 7-4). La cncrgia metabélica, en el
caso de las membranas vegetales, se acumula en forma
de astmetr{a en la concentracién de H' y como diferen-
cia de potencial eléctrico entre el citoplasma y cl exte-
rior, es decir, como gradiente de potencial electroqui-
micg de protones o tuerza H* motriz:

A, 'F = E, — E}

En el caso de las células vegetales, ¢l componente
eléctrico es mucho mds importante quc la asimetria de
concentracion por dos razones. En primer lugar, en el
funcionamiento de la H-ATPasa no existe un flujo aso-
ciado de otro ion que compense, ni siquiera parcialmen-
te como ¢n células animales, el déficit de carga positiva
del citoplasma. Esto hace que el potencial de membrana
de las células vegetales sea muy negativo, entre — 160
y —2530 mV segun la cspecie. En segundo lugar, la asi-
metria de protones que genera la bomba se disipa par-
cialmente debido a la capacidad amortiguadora del me-
dio externo, por un lado, v a los mecanismos dc
homeostasis del pH del citoplasma, por otro {Fig. 7-3).

En la Hitcratura bioguimica, las H™-ATPasa del plas-
malema se denominan de tipo P porque forman una
union covalente con cl fosfato, provenicnte del ATP,
durante cada ciclo de bombeo de H' al exterior. Debido
a la particular unidon con ¢l Pi durante la catdlisis, las
H'-ATPasas del plasmalema son scnsibles a la presen-
cia de ortovanadato, ya que este ion bloqucaria el lugar
de unién para ¢l fosfato. En vesiculas aisladas del plas-
malcma, la presencia de concentraciones de esie ion del
orden micromolar (M} inhibe la actividad de la bom-

s
ATP
3 Na’ 3 Na
2K 2K
ADP+Pi

Figura 7-4. Bomba Na -K' de céiulas animales y bomba
de H™ (H'-ATPasa} en células vegetales. En las células ani-
males |a salida de carga positiva asociada al Na ™ se compen-
sa parcialmente por la entrada de K '. En células vegetales, ¢l
bombeo de H' no estd acoplado al flujo de ningdn otro ion.
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Figura 7-5. Flujo de protones y regulacidén del pH cito-
plasmatico de una célula vegetat. 1} H™-ATPasa de tipo P,
homba primaria que transforma energia metabdlica (ATP}
en fuerza proton motriz (A7, /F) en el plasmalema, 2) H'-
ATPasa, tipo V, del tonoplasto. 3) Pirofosfatasa. 4) Sistema
de cotransporte {simporte}. 5) Sisterma de transporte inver-
tido o antiporte. 6} Canal aniénico permeable al malato. 7}
Fosfoenolpiruvato carboxilasa. 8} Enzima malica.

ba, si bicn in vivo la inhibicidén ¢s mucho mds pequeiia
debido probablemente a la escasa permeabilidad de las
membranas a estc 1on. Por esta razén, cuando se preten-
de una inhibicién de la bomba se usan inhibidores de la
respiracion, clanuro o azida por ejemplo, que cortan el
sumtinistro de ATP a la bomba, incluso en ¢élulas foto-
sintéticas iluminadas. Es importante destacar que la ac-
tividad de la H-ATPasa vy, en consccuencia, el E | de
las células vegetales, sean fotosintéticas o no, se man-
liene en oscuridad; por tanto, igual que en las células
animales, ¢l ATP que usan provicne mayoritariamente
del metabolismo respiratorio (véase Capitulo 14) .

Ademds de la H'-ATPasa, las plantas poseen cn el
plasmalema un segundo tipo de bomba primaria. Se tra-
ta de una Ca®*-H* ATPasa, que saca Ca™ del citoplas-
ma al tiempo que incorpora H' en un proceso igualmen-
le dependiente de ATP. Esta bomba es también del tipo
P ya que el bombeo de Ca™ requiere la formacién de un
intermediario fostatado durante la catalisis. La contri-
bucidn de esta bomba a la acumulacion de energia en el
plasmalema es muy pequefia ya que, ademds de ser me-
nos electrogénica que la H™-ATPasa, es mucho menos
acliva que ésta. Su funcién es evacuar Ca™ del citoplas-
ma, para mantener su concentracion en tomo a 0.1 uM
en esle compartimento celular.

Algunos hongos, cuando se adaptan a un medio alca-
lino y con Na*, expresan una bomba primaria en la que
el flujo de salida de Na" esta acoplado a la entrada de
H* con consumo de ATP. El funcionamiento de esta
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bomba de sodio es simultidnco al funcionamiento de la
H™-ATPasa de la membrana citoplasmiitica y la bomba
es electroneutra, es decir, no contribuye al £ . Su {un-
cion estd relacionada con la disminucién de la concen-
tracién interna de Na®, que entra de forma pasiva a tra-
vés de los canales de K*.

Por tltimo, el alga verde marina Acetabularia, en lu-
gar de una bomba de protones, tiene como sistema para
«cnergetizar» al plasmalema una Cl™-ATPasa que em-
plea ATP en ¢l transporte electrogénico de Cl™. Aun-
quc csta bomba ha sido bien caracterizada desde el pun-
to de vista funcional, aun permanece oscuro el sistema
de reciclado del Cl7. Algunos autores sugieren que la
salida de C17 del citoplasma se produce coincidiendo
con despolarizaciones periddicas que, espontdneamen-
te, ocurren en esta especie y parecen coincidir con dis-
minuciones en la turgencia. Otros sostienen que el Cl
es acumulado cn vesiculas intracelularcs y liberado al
medio por exocitosis.

4.2. Las bombas primarias del tonoplasto
son una ATPasa de protones y una
pirofosfatasa

El tonoplasto es la membrana que delimita la vacuola.
Aunque se sabc desde hace mucho que la vacuola es el
compartimento donde las células vegetales almacenan
agua y solutos (véanse Capilulos 1 y 2), hace relativa-
mente peco tiempo que s¢ conocen 10s mecanismos,
asociados al tonoplasto, responsables de dicha funcion.

La fuerza que impulsa la acumulacidn de agua y la
génesis de turgencia cn las células vegetales ¢s osmaoti-
ca (véase Capitulo 2). A su vez, ¢l origen del potencial
osmotice es la acumulacion de iones, principalmente
K*, en la vacuola. La energia que se cmplea en el tono-
plasio para mover iones cstd asociada a la actividad de
bombas primarias. En el lonoplasto existen dos tipos de
bomba primaria, ambos bombean protones hacia el in-
terior de la vacuola; por esta razén, ¢l lumen vacuolar
es tipicamente dcido vy positivo. Medidas directas del
pH de la vacuola con microelectrodos indican que se
encuentra alrededor de 5, aunque hay organismos vege-
tales que pueden llegar a tener un pH de L. como es el
caso del alga parda marina Desmarestia, que acumula
gran cantidad de SOZ~ en forma de 4cido sulfurico. El
polencial de membrana que soporta el tonoplasto es
mucho menor que el soportado por ¢l plasmalema y os-
cila, segin especies, entre 5 y 20 mV (dentro de la va-
cuola positivo).

De las dos bombas de protones del tonoplasto, una
ticne actividad ATPasa y la otra, pirofosfatasa. La H ™ -
ATPasa de la vacuola dificre de 1la (P) H*-ATPasa del
plasmalema en su estructura, mecanismo de reaccién y
relacion con los inhibidores. Se denomina de tipo V v
s¢ parcce mucho a otras bombas de protones presentes
en las endomembranas de las células eucariotas. Mien-
tras que las H'-ATPasa de tipo P, presentes en el plas-
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malcma, son un polipéptido simple de unos 100 kDa.
las ATPasa del tipo V se componen de un complejo que
atraviesa la membrana proporcionando un poro para los
protones y una fraccion externa, ficilmente separahle
de la primera, donde reside la capacidad de hidrolizar
ATP. Se parecen a las ATPasa que existen en tilacoides
y en la membrana interna de la mitocondria y, por eso,
se cree que tienen un origen comdn.

La pirofosfatasa de la vacuola (H*-PP,asa) también
cataliza ¢l transporte de H* al interior de la vacuola,
pero usa pirofosfato (PP,) como fuente de energia. Esta
enzima, exclusiva de las plantas. se compone de un po-
lipéptido simple de unos 80 kDa y su actividad requiere
la presencia indispensable de Mg™, K* y H*. El papel
fisiologico de la H*-PPasa estd aln por determinar.
{Por qué existen dos bombas primarias en una membra-
na con (aparentemente) la misma funcién? Algunos
autores sugieren que sirve para acumular la energia aso-
ciada al PP, como fuerza protén motriz en el tonoplasto,
lo que ayudaria a estabilizar los niveles citoplasmaticos
de PP, cn equilibrio con la actividad de otras enzimas
relacionadas. Otros piensan que la H*-PPasa de la va-
cuola transportarfa K* ademds de H* al lumen vacuolar
con lo que su funcidn seria diferente.

5. PAPEL DE LAS BOMBAS PRIMARIAS
EN LA GENERACION DEL POTENCIAL
DE VIEMBRANA

En todas tas células vivas, el potencial de membrana es
siempre negativo en el citoplasma con respecto al me-
dio externo. La adicion de inhibidores de la actividad
de la H-ATPasa o de la respiracidn produce, en células
vegetales, una despolarizacion parcial del plasmalema
(Fig. 7-6). Al potencial residual que queda cuando ta
bomba primaria estd inhibida se denomina potencial de
difusion (E,) y cs reflejo de la asimetria de todos los
iones entre el citoplasma y el exterior de las células.
Los 1ones que mds contribuyen al £, son tres: K, Na* y
Cl™ aunque en la mayorfa de las plantas la contribucion
del K es la mds importante debido a la mayor permea-
bilidad de las membranas vegetales al K con respecto a
cualquier otro ion. El potencial de difusion puede cal-
cularse a partir de la asimetria de estos tres iones me-
diante lu ecuacion de Goldman:

:_RY:IDPK‘C‘]:( + PNu‘Qu + P(l C‘i
F PK'CK'+PN;1' '!V;I' + P("l q“t

£p

donde Py., P,,. ¥y P, son las permcabilidades de la
membrana para el K*, Na* y Cl 7, respectivamente.

El origen del potencial de difusién es la asimetria de
los iones que impone la actividad de la H*-ATPasa en el
plasmalema. El déficit de carga positiva en el interior
de las células tiende a ser compensado por flujos pasi-

A
E.{mv) 0 T
Componente
50 - difusivo (E;)
-100 + Eliminacion
del CN-
-150 +
Componente
—200 + metabdlico
-250 - }
CN 2 min

Figura 7-6. Registro continuc del potencial de membrana
(E,) de una célula vegetal medido con un microelectrodo

m

que se intfroduce en A. La adicion de 0.1 mM de NaCN deter-
mina una despolarizacion del plasmalema de unos 90 mV
como consecuencia de la inhibicidn de la respiracion. El
efecto es reversible, ya que, tras lavar el cianuro, el £, vuel-
ve a su valor de reposo. Este experimento permite observar
los dos componentes del £, en células vegetales, uno de-
pendiente directamente del metabolismo y otro difusivo
que depende de la asimetria de iones positivos y negativos
dentro y fuera de la célula, potencial de difusiéon (£} que
puede calcularse mediante la ecuacion de Goldman.

vos de iones que lenderin a estar en equilibrio. El jon
cuya permeabilidad es mayor presentard una mayor ve-
locidad de difusion a través de la membrana y, por tan-
to, es el que responderd mds ripidamente a variaciones
en la fuerza ion motriz. En una hipotética membrana
semipermeable para el K, Na' y Cl' | donde la permca-
bilidad relativa sea 1, 0.1 y 0.01, la actividad de una
H™-ATPasa que genere un potencial de membrana de
— 100 mV permitiria. en ¢l equilibrio, acumular 100
veces la concentracidon externa de K* y Na' y excluir
100 veces la concentracidn interna de CI™.

El potencial de membrana se mide de dos formas:
mediantle cationes lipofilicos o directamente mediante
microelectrodos. En el primer caso se trata de afadir al
medio de ensayo, que contiene las células cuyo poten-
ctal se quiere medir, una sustancia a la que las membra-
nas sean permeables y que. ademds, esté cargada positi-
vamente. Tal ion se distribuird a ambos lados de la
membrana hasta alcanzar el equilibrio. Coneciendo la
cantidad que ha quedado fuera de la célula y 1a que se
ha incorporado, se aplica la ecuacion de Nernst para
calcular ¢l potencial de membrana. Uno de los cationes
lipofilicos mas usados es el TPP* (tetrafentlfosfonio),
cuya concentracion se mide por potenciometria o mar-
candolo con un isdopo radiactivo. Esta técnica se em-
plea en células procariotas o en orgdnulos procedentes
de células eucariotas. La principal limitacion de este
método para calcular el £, de células eucariotas reside
en que, una vez incorporado al citoplasma, el cation 1i-
pofilico tiende a acumularse, a su vez, en los distinlos
orgianulos segtin el E | de cada uno de ellos. La ecua-
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Figura 7-7. Medida del potencial de membrana en células
vegetales mediante microelectrodos. Tanto éstos (1) como el
electrodo de referencia {3} se llenan de KCl 0.5 M vy se conec-
tan a un voltimetro de alta impedancia (2). El microelectrodo
ha de atravesar la pared celular y alojarse en el plasmalema
en contacto con el citoplasma sin tocar el tonoplasto.

cion de Nernst no puede aplicarse en este caso y han de
usarse sistemas mds complejos ¥y menos fiables para
caleular el £, .

El segundo método consiste en la medida directa del
E, mediantc microelectrodos (Fig. 7-7). Estos se fabri-
cun calentando un capilar de vidnio y estirdndolo hasta
que el didmetro de la punta alcanza entre 0.2 y 0.6 gom.
El interior se llena de una solucién (1.5 M de KC1. Fuera
de 1a célula, e inmerso en el medio de ensayo, s¢ sitia
un electrodo de referencia, lieno con la misma solucion
solidificada con agar al 3 %. El microelectrodo y ¢l
electrodo de referencia se concctan a un voltimetro de
alta impedancia que medird directamente el potencial
de membrana. A principios de siglo, los microelectro-
dos se hacian a mano y s¢ insertaban dentro de células
vegetales gigantes: por eso, Chara y Nitella son tan po-
pulares en experimentos de electrofisiologia. Hoy dia
los microelectrodos se fabrican con aparatos especial-
mente diseflados, que permiten estandarizar, tanto la
forma, como el didametro de la punta. Ademas, el uso de
micromanipuladores acoplados a microscopios permite
la medida de potenciales de membrana en un nidmero
creciente de especies y tipos celulares.

Un problema cldsico que surge cuando se mide el £
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de células vegetales es la localizacion de los microelec-
trodos. En plantas. la vacuola ocupa muchas veces mas
del 90 % del volumen del citoplasma, lo que hacia pen-
sar a muchos autores que lo que median era la diferen-
cia de potencial entre la vacuola y el exterior, vy no entre
el citoplasma y el medio externo. Al final de la década
de los ochenta. cl uso frecuente de microclectrodos de
pH demostré que. en casi todos los casos, los microe-
lectrodos se situaban en el citoplasma, ya que éste era
ligeramente alcalino, en torno a un pH de 7.3 frente al
pH 4cido, en torno a 5. que sc mide en la vacuola.

6. TRANSPORTE SECUNDARIO DE IONES

El transporte secundario consume la cnergia acumulada
en las membranas por las bombas primarias. El consu-
mo de energia debido a la actividad del transporte se-
cundario se refleja en la despolarizacion de la membra-
na. A diferencia del transporte primario, que genera una
diferencia de potencial eléctrico y es, por tanto, electro-
génico, el transporte sccundario disipa la diferencia de
potencial acumulada en la membrana y s, por tanto,
electroforético. El (ransporte secundario de iones se
establece a través de dos tipos de protefnas de membra-
na: canales idnicos, cn el caso del transporic pasivo, y
transportadores (carriers), en el case del transporte
activo.

6.1. El flujo pasivo de iones tiene lugar a
través de canales

Los canales son protefnas que funcionan como poros
selectivos en la membrana. Su distribucién es practica-
mente universal en las membranas de todas las células y
orgdnulos celularcs. En plantas se han descrito hasta la
fecha distintos tipos de canales para K*, para Ca™ y
para Cl™. Recientemente se han descubierto canales
para el agua, denominados acuaporinas, cspecialmente
abundantes en membranas sometidas a un flujo grande
de agua. Los canales idnicos no sélo aparecen en ¢l
plasmalema, sine que también estin presentes cn el to-
noplasto, reticulo endoplasmico, mitocondria, membra-
na interna del cloroplasto y membrana tilacoidal. Un
canal de K tipico estaria constituido por cuatro subuni-
dades de entre 65 y 100 kDa que formarian el poro y
gue contendrian un filtro de selectividad v sensores a
distintos tipos de estimulos.

A finales de los aiios setenta, dos investigadores ale-
manes, Neher y Sakmann, usaron una técnica nueva
para ¢l estudio de los flujos 16nicos en las membranas.
Se trataba de, en vez de insertar electrodos muy finos
dentro de las células, adherir un electrodo de punta
roma 4 la superficie de éstas. La t¢enica se denomind
patch-clamp y su aplicacién a células vegetales requie-
re disgregar las células del tejido y eliminar la pared
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celular mediante un tratamiento con diversas enzimas
celuloliticas. Se obtiene entonces una célula vegetal sin
pared que se denomina protoplasto.

La adhesioén firme del clectrodo a la superficie dcl
protoplasto se llama sellado y se detecta por la alta re-
sistencia que presenta al paso de la corriente eléctrica,
que se sittia alrededor de 10 ohmios (GQ). Mcdiante
esta técnica es posible medir la corriente asociada al
flujo de iones a través de la pequefia superficic que que-
da sellada por el electrodo y que se debe a la actividad de
unos pocos canales. También ¢s posible, haciendo un
agujerc en la membrana del protoplasto, registrar el paso
de la corriente a través de todo el plasmalema (Fig. 7-8).

Los experimentos de patch-clamp revelan que los ca-
nales estan abriéndosc y cerrindosc continuamente a
una velocidad altisima (Fig. 7-9). A esta propiedad de
abrirse y cerrarse sc denomina gating y la probabilidad
de apertura refleja la actividad del canal. El flujo de
iones a través de los canales es, pues, un proceso dis-
continuo. La cantidad de iones que fluyen a ravés de un
canal cuando estd abierto, estd determinada por su con-
ductancia y por la magnitud de la fuerza ton motriz. La

Solucion de llenado

Punta de la pipeta — ...}

. Protoplasto

Tiron

Succion ig

Figura 7-8. Esquema de la configuracion de la pipeta y del
protoplasto en un experimento de patch-clamp. La pipeta
debe quedar firmemente adherida al exterior de la célula
(sellado} tras lo cual, succionando o tirando, se puede acce-
der al interior de la ¢élula {A) o retirar una pequefa porcidn
del plasmalema (B). En el primer caso se registra la activi-
dad de los sistemas de transporte de toda la célula y, en el
segundo, la actividad de los que se encuentran incluidos en
el pequefo trozo que se retira.

representacion grifica de la intensidad de corriente que
atraviesa los canales en funcidn del voltaje que se apli-
cda da lugar a las denominadas curvas -V (intensidad-
voltaje), cuya pendientc es una medida de 1a conductan-
ciadel canal (Fig. 7-9). Asumicndo que el ltujo de iones
a través de la doble capa lipidica de las membranas es
practicamente nulo, la permeabilidad de una membrana
para un determinado ion es un valor integrado del name-
ro de canales, su conductancia y su actividad (garing).

Tanto en el plasmaiema como en el tonoplasto, los ca-
nales mds abundantes son los de K*. A diferencia de los
canales de K" de células animales, los de las plantas son
permecables a un gran ndmero de cationes monovalentes.
Por ejemplo, en Nitella, en orden decrectente, los canales
de K* son permeables a Rb*, NHj, Na*, Li* y Cs".

La actividad de los canales es sensible a una seric de
estimulos ambicntales o fisioldgicos. En ¢l plasmalema
exislen canales anidonicos que responden 4 l4 turgencia
y a la hiperpolarizacién, de forma que cuando la mem-
brana sobrepasa un determinado valor negativo de £, 0
la turgencia s demasiado alta, los canales anidnicos sc
abren. dejan escapar unz cierta canlidad de Cl  que
despolariza la membrana, se libera K™y, como conse-
cuencia, s¢ elimina agua. La concentracion de Ca™* en
el citoplasma es determinante para la regulacion de los
canales tanto del plasmalema como del tonoplasto. Un
incremento cn la concentracion de Ca* libre en el cito-
plasma de las células oclusivas, como respucsta a oscu-
ridad o al ABA, induce ¢l cierre de canales de entrada
de K* y la apertura de canales de salida de K™ y de
canales anidnicos, lo que determina la pérdida de tur-
gencia de las células oclusivas y, en consecuencia, el
cierre del estoma (véase Capitulo 3). El maximo de
Ca™ que induce el cierre de los estomas puede estar
otasionado por la activacion de proteinas G, inositol-
1.4, 5-trifosfato (IP;) o ABA, ya que inducen la entrada
de Ca* en el citoplasma y, en el caso del TP, la libera-
cién de Ca™ de la vacuola (véanse Capitulos 18 y 22).

6.2. El transporte activo secundario tiene
lugar a través de transportadores

Ademas de las bombas primarias y de los canales ioni-
cos, los transportadores (carriers) son el tercer gran
grupo de proteinas de membrana que intervicnen en ¢l
trafico dc iones en la célula. Su funcién es incorporar o
liberar 1ones o0 moléculas en contra del gradiente de po-
tencial electroquimico: por lo tanto, transportan los
iones de torma activa, empleando para ello la energia
acumulada en la membrana por la actividad de las bom-
bas primarias. En el caso de las plantas, esta energia sc
acurmula como fuerza protén motriz (A, /F) y son, por
tanto, protoncs {os iones que impulsan ¢l transporte ac-
tive secundario en la célula vegetal.

Scgin sea el sentido del flujo del ion motriz con res-
pecto al ion que s¢ transporta, se distinguen dos mode-
los funcionales de transportador: cotransporte o simpor-
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Figura 7-9. Registro continuo de la intensidad de corriente asociada al flujo de K' a través de un pequeio trozo de plasma-

lerma durante un experimento de patch-clamp. La intensidad de corriente que atraviesa los canales es proporcional a la

diferencia de potencial eléctrico que se aplica a ambos lados de la membrana. En este caso, se trata de un canal reversible.

La representacion grafica de la intensidad de corriente que atraviesa los canales, en funcion del voltaje aplicado, da lugar a
las curvas |-V, cuya pendiente es un estimador de la conductancia del canal.

te y transporte invertido o antiporte. En el primer caso,
la entrada a la célula del ion motriz impulsa la entrada
de un ion o molécula en contra del gradiente de poten-
cial electroquimico. En el segundo caso, laentrada en la
¢élula del ion motriz impulsa la salida de b célula de un
ion 0 una molécula en contra del gradiente de potencial
clectroquimico. Desde ¢l punto de vista encrgético, es
imprescindible que la energia asociada al ion motriz sea
mayor que la energia necesaria para mover ¢l ion que se
transporta. El balance energético entre ambos iones de-
terminard, a su vez, la estequiometria cntre ambos.
Veamos un ejemplo:

El NO; en plantas es incorporado a las células en
cotransporte con protones (véase Capitulo 15), St la cé-
lula tiene un potencial de membrana de¢ =200 mV, un
pH citoplasmatico de 7.3 y una concentracion citoplas-
mitica de NO; de | mM y la situamos en un medio que
contiene 0.1 mM de NO7 a pH 7.3, sc necesitarin dos
protones para quc la incorporacidn de una molécula de
NO; sea termodindmicamente posible. En esas condi-
ciones, la fuerza asociada al ion motriz, A i, /F, es
igual a nz(E,, - £y, siendo «n» el nimero de H* impli-
cados en el transporte. Si ei pH dentro y fuera de la
célula es el mismo. E}|. vale cero y fi,,/F es igual al

potencial de membrana: —200 mV. En cambio, ¢l po-
tcneial del Nernst para el NO7 es +58 mV, con lo que la
{uerza ion motriz que actia sobre este ion serd +258
mV. Un solo proton serd, en estas condiciones, incapaz
de impulsar el ransporte de NO37. Sin embargo, dos
protones duplicarian la fuerza protén motriz, siendo ya
més que suficiente para que ¢l NO; se incorpore.

Los principales nutrientes que necesitan las plantas
se Incorporan en cotransporte con protones. Asi parecen
incorporarse. segin el mecanismo de alta afinidad (o
mecanismo | segdn la terminologia de Epstein), NO;.
NH;, H,PO, ., SO7. C1™, K" y algunas moléculas mds
grandes como acelato, glucosa o algunos aminodcidos.
De esta forma se transporta la sacarosa al interior de las
células del floema, siendo este mecanismo esencial
para la carga del mismo.

Debido al sentido en ¢l que se orienta la fuerza pro-
ton motriz, los sistemas de transporte invertido o anti-
poric son especialmente abundantes en el tonoplasto.
En esa membrana. el flujo de salida de H* esté acoplado
al flujo de entrada de K* v Na'. No obstante, el proceso
de exclusion de Na* del citoplasma parece estar tam-
bién asociado a la existencia de un antiporte H*-Na® en
el plasmalema.
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6.3. La fuerza Na* motriz puede ser una
fuente alternativa de energia para el
transporte secundario

Aunque el ion motriz universal en plantas es ¢l H, se
ha descubierto recientemente que cf Na' actda como
ion motriz en determinado tipo de organismos vegeta-
les. En cianobacterias el NO3 se incorpora impulsado
por ¢l gradiente electroquimico para el Na*. Chara y
Nitella presentan mecanismos de transporte de K*. de
alta afinidad, en cotransporte con Na®. En Nitella, urca
y lisina s¢ transportan de la misma forma. En el trigo se
ha aislado un gen, denominado HKTI, que codifica una
proteina que incorpora K* en cotransporte con Na',

La importancia [isioldgica de eslos sistemas de trans-
porte estd aun por determinar, pero parccen aprovechar
¢l gradiente de potencial electroquimico favorable a la
cnirada de Na* para impulsar la incorporacion de deter-
minados nutrientes. En algas y hongos, cstos sistemas
se expresan cuando el medio es alcalino y ricoen Na® y
parecen conferir a las plantas una cierta resislencia a la
salinidad, no se sabe bien si por sf mismos o porque su
funcionamiento depende de la existencia cn el plasma-
lema de un sistema de bombeo de Na* al exterior impul-
sado, a su veez, por protoncs.

6.4. Algunas plantas acuaticas incorporan el
carbono inorganico para la fotosintesis a
través de transportadores

La fuente de carbono inorganico para la fotosintesis de
las planias terrestres ¢s el CO,, pero las plantas acudti-
cas estdn expuestas a otras formas de carbono inorgani-
co en funcion del pH donde viven. A medida que ¢l pH
del medio aumenta, el CO, disuelto en agua se hidrata y
forma HCO3. A un pH poco mayor de 8, pricticamente
¢l 100 % del carbono inorgidnico disponible para la lo-
tosintesis es HCOS. Para tener acceso a esta fuente de
carbono, aigunas plantas dulceacuicolas alcaldfilas y
plantas marinas desarrollan cstrategias diversas. Algu-
nas segregan al espacio peripldsmico la enzima anhi-
drasa carbonica {(CA), que cataliza la interconversion
de CO, en HCO3; el bicarbonato es deshidratado exter-
namente y el CO, difunde a través del plasmalema al
citoplasma. Este parece ser el caso del alga parda mari-
na Phyllariopsis o de la angiosperma dulceacuicola Po-
tamogeton (Fig. 7-10). En Characeas el HCO; se incor-
pora al citoplasma en cotransporte con H', el HCO; es
deshidratado internamentc en una reaccién catalizada
por la CA interna y los OH™ que se generan se liberan
al exterior, a favor del gradiente de potencial electro-
quimico, a través de canales anidnicos. Los mecanis-
mos de incorporacion de HCO; y de liberacidn de OH ™
“estan separados espacialmente, lo que da lugar a regio-
nes dcidas y regiones alcalinas. En Monoraphidium el
sistemna de (ransporte de HCO; parece estar estimulado
por luz azul. Por dltimo, el alga marina {fva, cuandoe se

Figura 7-10. Modelos de incorporacién de carbono en
plantas acuaticas. Deshidratacion externa de HCO; y difu-
sion de CQ, a través del plasmalema en Potamogeton vy
Phyliariopsis (Al. Cotransporte HCO -H*" en las bandas aci-
das de Chara (B) y antiporte HCO:-CI- de Ulva (C}.

aclimata a un pH de 9, desarrolla un sistema de incorpo-
racién directa de HCO; que consiste en un antiporte,
donde la entrada de HCO; estd impulsada por la salida
de C1 del citoplasma (Fig. 7-10).

7. HOMEOSTASIS DEL POTENCIAL
DE MEMBRANA Y DEL pH Y CALCIO LIBRE
DEL CITOPLASMA

Los desajustes en el balance de cargas asociadas al flujo
de iones se compensan con variaciones en la actividad
de la bombas primarias y en la actividad de los canales
de K™ y Cl" (canales anidnicos). Cuando la membrana
se despolaniza, debido al transporte masive de un ion,
se incrementa la actividad de la H-ATPasa del plasma-
lema, ya quc bombea protones en contra de una menor
fuerza protén motriz. Al mismo tiempo, s¢ abren cana-
les de salida de K*, lo que permite una rdpida repolari-
zacion de la membrana. En cambio, cuando la membra-
na se hiperpolariza, el funcionamiento de la H-ATPasa
del plasmalema se ralentiza {bombea protones en con-
tra de una mayor fuerza protén motriz) y se¢ abren cana-
les anidnicos, lo que permite una salida de iones negati-
vos, principalmente Cl7, que despolariza parcialmente
la membrana.

El pH del citoplasma de las células vegetales ¢s muy
constante y no parece diferir mucho entre especies. Las
bombas primarias situadas tanto en el plasmalema
como ¢n el tonoplasto evaciaan protones del citoplasma
de formy continua (véase Fig. 7-5). Una buena parte de
los protones que se liberan al apoplasto o al lumen va-
cuolar vuelve al citoplasma a través de los sislemas de
transporte activo secundario del plasmalema y tono-
plasto. EF déficit citoplasmatico de H™ originado por la
dilucién en el apoplasto, o por la diversa estequiometria
dc los transportadores, es compensado con la sintesis de
dcidos orgdnicos de bajo peso molecular como, por
ejemplo, ¢l dcido madlico. Asi, una alcalinizacién del



citoplasma estimularia la carboxilacion del fosfoenolpi-
ruvato (PEP) para formar oxalacetato que seria reduci-
do a malico. La disociacidn del dcido malico generaria
protones y malato, que cntraria a la vacuola de forma
pasiva. A su vez, una bajada de pH inhibirfa la activi-
dad losfoenolpiruvalo carboxilasa y activaria la de la
enzima malica, que catalizarfa la descarboxilacion del
acido malico.

El Ca®™ actiia como mensajero secundario en un gran
nimero de respuestas de las células vegetales a estimu-
los ambientales y fisiologicos, mediados o no por hor-
monas. Para que un maximo en la concentracion del
Ca™* libre en el citoplasma gencre una respuesta, la con-
centracion basal en reposo debe ser baja v constante. En
las c€lulas vegetales se han descrito tres sistemas de
transporte activo de Ca®" que mantienen dicha concen-
tracién en torno a (.1 4M. Se trata de la bomba de Ca™
del plasmalema, descrita en el apartado 4.1, un antipor-
te Ca"-H" localizado en el tonoplasto y una ATPasa
que cataliza la acumulacién de Ca™* en ¢l reticulo endo-
plismico (RE) con consumo ATP. Estos tres sistemas
evacuan Ca™* del citoplasma y lo acumulan en las va-
cuolas o el RE o lo sacan al exterior (Fig. 7-11). Distin-
tos estimulos como oscuridad o ABA en células oclusi-
vas (véase Cupitulo 3) o auxinas en coledptilos de

[Ca*]=1mM

Vacuola @ =Y
\. S/
Figura 7-11. Trafico de Ca® en una ceélula vegetal. 1) H'-
ATPasa que «energetiza» el plasmalema e impone un gra-
diente de potencial electroquimico para H* y un potencial
de membrana {E ) negativo en el citoplasma con respecto
al exterior. 2) Ca?"-ATPasa del plasmalema. 3} y 4) Distintos
tipos de canales de Ca?. 5) H*-ATPasa de la vacuola. 6} Anti-
porte Ca?'-H‘ del tonoplasto. 7) y 8) Canales de Ca®' del to-
neplasto; el signe + vy el InsP, significan que los canales se
activan por voltaje y por inositol 1-4-5 trifosfato. 9) Canal de
Ca?' en el cloroplasto. 10} Ca®-ATPasa del reticulo endo-
plasmico.
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avena (véase Capitulo 19), inducen directa o indirecta-
mente. via [P, por ejemple. una abertura de los canales
de Ca™ situados en el plasmalema, las vacuolas v el
RE, lo que permite un rdpido tlujo pasivo de Ca™ que
ocasiona un aumento de varios érdenes de magnitud ¢n
la concentracién de Ca®™ del citoplasma.

8. SISTEMAS REDOX DEL PLASMALEMA

Ademds de energia quimica en forma de ATP, el plas-
malema acumula energia procedente del poder reductor
acumulado en el citoplasma. En el plasmalema de las
células vegetales existen pretefnas con actividad deshi-
drogenasa capaces de oxidar NAD{P)H. Los clectrones
provenientes de la oxidacion del NAD(P)H enddgeno
son transportados a la parte externa del plasmalema a
través de una serie de proteinas que (iencn Como grupos
prostéticos FAD y citocromo b. El funcionamiento de
esta minicadena de transporte de electrones del plasma-
lema da lugar o una sahida de protones al exterior. ya
sca a través de un mecanismo acoplado a algunoe de sus
componentes o indirectamente por activacion de la H'-
ATPasa. El aceptor final de electrones puede ser O,.
come en el caso de las deshidrogenasas solubles. o
cualquicr otro agente oxidado. porque la transferencia
de electrones en la parte externa del plasmalema es muy
inespecifica. Este mecamsmo es una bomba redox, que
puede catalogarse como un mecanismo primario de
transporte, ya que acumula en la membrana poder re-
ductor proveniente de la actividad metabdlica, como di-
ferencia de potencial elécirico y. posiblemenic, como
asimetria de la concentracion de protones. La actividad
reductora del plasmalema se relaciona con la capacidad
de movilizar determinados iones que son insolubles
cuando estan oxidados, como ¢l hierro o ¢l manganeso
(véase Capitulo 6). En plantas sometidas a déficit de
hierro se observa un incremento cn la capacidad reduc-
tora del plasmalema de las células de la epidermis radi-
cular, al tiempo que se liberan al exterior determinadas
moléculas que sccuestran el hierro v lo concentran cer-
ca de k1 zona de absorcidn de la raiz.

9. FLUJO DE IONES EN LA RAIZ

Los 1ones alcanzan la zona de absorcidn de la raiz por
difusion a través de la solucidn salina del suclo, son
arrastrados por el movimicnto del agua hacia la raiz o
cntran en contacto con las zonas de absorcion a medida
que la raiz crece. Los nutrientes minerales se distribu-
yen por toda la planta a través del xilema, impulsados
por la corricnte ascendente de agua que genera el flujo
de transpiracion (véase Capiwulo 3). Asi, de la misma
forma que el agua debe transportarse radialmente en la
raiz para alcanzar el xilema,. los iones siguen un camino
similar. Al igual que el agua, ¢l transportc radial de
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Figura 7-12. Esquema de las vias simplastica y apoplastica para la incorporacion de nutrientes a través de la raiz. En la
primera, los iones son incorporados a través de los pelos radicales u otras células de la epidermis y transportados célula a
célula hasta los elementos conductores del xilema. La via apoplastica contempla la posibilidad de un transporte extracelular

de los iones hasta la endodermis, donde la existencia de una
obliga al paso a través del plasmatema. Una vez en el pericicio, |
tos conductores

iones por la raiz tiene lugar a través del apaplasto y del
simplasto (véase Capitulo 4).

Las ¢¢lulas vegetales estin separadas por la pared ce-
lutar, que forma una matriz porosa continua denomina-
da espacio libre aparente, espaci¢ periplasmico o
apoplasto. Agua, iones y moléculas de pequefio tama-
fio pueden difundir libremente a través del apoplasto,
de forma que, en teorfa, un ion puede vigjar radialmente
en la raiz por esta via (Fig. 7-12). A lo largo de este
rccorrido, 1os iones pueden scr absorbidos por las célu-
las tanto de la epidermis como del cériex. La existencia
de la banda de Caspari en las células de la endodermis
supone una barrcra infranqueable en el camino hacia el
xilema: tanto agua como nutricntes deben obligatoria-
mente atravesar ¢l plasmalema de las células que com-
ponen la endodermis. La permeabilidad, selectividad vy
atinidad de los canales y transportadores localizados en
el plasmalema de las células de la endodermis determi-
nan, cn dltima instancia, qué solulos y a qué velocidad
se incorporan o se liberan.

Otra via posible para la entrada de iones ¢s la sim-
plastica (Fig. 7-12). En este caso, 10s iones son primero
incorporados a las células de la epidermis o, incluso,
del cortex v lucgo son transportados, célula a célula, a
través del cortex, la endodermis y el periciclo hasta el
xilema. El transporie de una c¢élula a otra incluiria el
paso a través del plasmalema, la pared celular, la Tami-
na media que comparten ambas ¢élulas o, de forma al-
ternativa, los iones pueden transportarse de una célula a
otra a través de los plasmodesmos, que son conexiones
tubulares (de 20 a 60 nm de didmetro) entre células, que
atraviesan la pared celular y la ldmina media y que
ponen en contacto los citoplasmas de dos células adya-
centes en la mayoria de las plantas. Dentro de los plas-

handa impermeable en el apoplasto, la banda de Caspari,
os iones pueden seguir la via extracelular hasta los elemen-
del xilema.

modesmos hay otro tubo que parece estar ocluido, de-
nominado desmotitbulo, formado por membranas del
reticulo endopldsmico, que se extenderia asi de una cé-
lula a otra. La densidad de plasmodesmaos cs muy alta,
unos 15 por gm” y, cuantitalivamente. parecen ser la via
principal para ¢l transporte transcelular de agua e iones.

La existencia de micorrizas (véase Capitulo 8) con-
fiere a las plantas cierta ventaja para la absorcidn y el
rransporte de iones. En primer lugar, los sistemas de
transporte del hongo tienen. con frecuencia, una mayor
afinidad para determinados iones. En tal caso, una plan-
ta con micorrizas pucde extraer del suelo algunos nu-
trientes a concentraciones mas bajas de lo que seria ca-
paz una raiz sin ellas. Tal es ¢l caso del foslato. En
segundo lugar, las micorrizas representan una conside-
rable extension de la zona de absorcion. que no queda-
ria ya reducida a la poreidn subapical, con pelos radicu-
lares. de la raiz. Por dltime, la distribucion intrarradical
de las hifas del hongo, espectalmente en el caso de las
endomicorrizas, proporciona ung via rapida de trans-
porte de agua ¢ iones hasta el xilema como alternativa a
la simplastica y la apopldstica.

Una vez que los iones alcanzan la proximidad del
xilema deben ser vertidos a los elementos conductores
de éste. es decir, vasos y traqueidas. El vertido se reali-
za desde las células del periciclo o desde las células
vivas del xilema. El mecanismo de secrecidn de iones
desde estas células es adn materia de debate. Algunos
autores piensan que los iones sc vierten a la relativa-
mente diluida solucién del xilema de torma pasiva, im-
pulsados por un gradiente de potencial electrogquimico
favorable. Este parece ser el caso del K™, C17, Na',
SO y NO3 . Otros autores sugieren que la secrecion de
iones al xilema inciuye algtin tipo de transporte activo,
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Cuadro 7-1. Clasificacion energética y funcional de los sistemas de transporte en plantas

* Antiporte

Tipo Caracteristicas Cinética Energia que se usa Ejemplos

Canales Pasivo (difusive) | Lincal Fisica Canales de K=, C1I7 y Ca™' en
Secundario (Saturable sélo Fuerza ion motriz plasmalema y endomembranas
Electroforético 4 altas concentra- Af/F

ciones)

Transportadores Activo Saturable Indirectamente Sistemas de incorporacion de

(Carriers) Secundario Michaelis-Menten energia metabdlica NO; . NH4* . HPO, . S()i' .

* (otransporte Electroforético Fuerza H' o Na* HCOJ, C17, K, aminodcidos,

(simporte) motriz glucosa y acetato. Sistemas de

Afiy /FoAj, /F | exclusion de Na*

Bombas iénicas Activo Saturable
Primario Michaclis-Menten
Electrogénico

Encrgia metabélica | H™-ATPasa de plasmalema y to-
ATP o NAD(P)H noplasto

en bombas redox Ca®*-ATPasa

Na®-H'-ATPasa de hongos
H'-PPi asa del tonoplasto
Cl™-ATPasa de Acetabularia
Bombas redox

ya que los inhibidores de la respiracién parecen inhibir
también dicha secrecidn,

RESUMEN (Cuadro 7-1)

El transporte de ioncs cn las células vegelales puede ser
pasivo o activo. En el primer caso, los iones fluyen a
favor de la fuerza fisica que actia sobre ellos y atravie-
san las membranas a través de poros selectivos denomi-
nados canales, siendo la cinética del transporte préc-
ticamente lineal. El transporte activo requierc la aplica-
cidn de energia metabolica. Dicha energia se acumula
en las membranas vegetales en forma de fuerza proton
motriz debido a la actividad de bombas idnicas que
sacan H' del citoplasma hacia el exterior o lo vierten a
la vacuwola consumiendo ATP o pirolostate. De forma
secundaria, la energia acumulada en las membranas se
utiliza para el movimienio de iones en contra de gra-
diente mediante cotransporte o antiporte. Los siste-
mas de transporte activo ticnen cinética de tipo Michae-
lis-Menten (véase Cuadro 7-1, que resume los sistemas
de trunsporte cn plantas). De esta forma, se incorporan,
a través de las células de la raiz. los principales nutrien-
tes que necesitan las plantas para mantener su biomasa
y crecer.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1, La tabla prescnta la concentracion en cl citoplasma (C')
de una serie de iones en cquilibrio con su concentracion
externa (C7). expresada en mM, en células de raiz de gui-
sante. El potencial de Nernst (E‘N) v ta fuerza ion motriz

(Aﬁis"F) se expresan en mV, C; (1) es la concentracion

citoplasimatica tedrica que predice la ecuacién de Nernst,
asumiendo que el potencial de Nernst es igual al poten-

©

cial de membrana (£ ): Cj (1} = ﬁ El experimen-

m

to se realizd a 25 Cy el E , medido separadamente, es
— 110 mV (dentro negativo). Considérese R =831 J K
mol'y £ =965 -mol™" mv' Los datos proceden
de Higinbotham er al. Plant Physiol. 42:37-46, 1957. Du-
rante la redaccion del capituio. un desatortunado error
extravio parte de los resultados de la tabla. ; Podria com-
pletarla?

lon ( G L]"J AfiF ¢ty Fuerza ion motriz
K* 1 75 —111 ~0 73  Equilibrio

Na" 1 8 —53 —-58 73 Hacia dentro
Mg™ 025 3

Ca™ | 2

NOT 2 28 +68  +117 0.03 Hacia fuera

cr | 7

H,PO, |1 21

f

50, 025 025

2. Usando los valores de la tabla anterior proponga un mo-
delo de transporte para el Na® y para el NO7.

3. Identifigue el ion (o iones) motrizices) en ¢l plasmalema
y tonoplasto de las células vegetales.

4. Explique las diferencias funcionales entre transportado-
res, canales y bombas 10nicas. Ponga un ejemplo de cada
tipo.

5. Origen y componentes del potencial de membrana ()
en las células vegetales.
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CAPITULO

NUTRICION MINERAL Y PRODUCCION
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Agustin Garate e lidefonso Bonilla

1. Introduccion. 2. Diagnéstico de nutricion. 3. Suministro de nutrientes en la produccién agricola. 4. Interaccion planta-
microorganismo, 5. Problemas de nutricién en condiciones de estrés. 6. Genética y nutricion. 7. Nutricion mineral y su

relaciéon con enfermedades y plagas.

1. INTRODUCCION

La comprensidn de como las plantas adquicren y asimi-
lan los nutrientes minerales para su crecimienio y desa-
rrollo es parte central de la Fisiologia Vegetal. como
hemos visto en los Capitulos 6 y 7. Por anadidura, la
mejor comprension de la nutricidn mineral de las plan-
tas ha sido la base de la gran expansion de la agrnicultura
moderna, que solo podrd mejorar a través de un conoci-
miento méds profundo de los procesos implicados. Dada
la naturaleza tan compleja de la nutricién mineral de las
plantas, los estudios en este campo no sélo implican a
fisidlogos vegetales, sino también a bioguimicos, qui-
micos, edafélogos, microbidlogos y ecologos. En con-
sccuencia, aspectos apareniemente tan dispares como
fertilizantes, micorrizas, quelatos, salinidad o [jacidn
del N, atmosférico, deberdn tratarse de forma arméni-
Ca, para Conseguir una mayor v mejor produccion de los
cultivos con el menor impacto negativo posible sobre el
medio ambientle.

1.1. Contenido de nutrientes minerales y
crecimiento vegetal

El crecimiento de las plantas depende de varios facto-
res, que van desde la regulacion génica hasta los facto-
res edafoclimdticos. Para una especic vegetal y en un
ambiente determinado, los factores de crecimiento mas
importantes son la luz, el agua, el CO, y los nutrientes
minerales. Al aumentar cualquiera de estos factores, se
produce un incrementoe de la produccidn vegetal, siendo
menor la respuesta conforme se sigue avmentando la
cantidad de factor aplicado.

Mitscherlich (1920) intenté dar forma matematica 4
la denominada ley del minimo, enunciada por Liebig en

1840, y a la ley dc los tres puntos de Sachs, ¢n las que se
cxplica como cualquier factor limitante ambiental del
crecimicnto tendrd una respucsta minima, optima o mid-
xima sobre la planta. Mitscherlich establecid una rela-
cion matemdlica entre el nutriente aplicado y ¢l rendi-
miento de la cosecha para indicar que. en la zona de
deficiencia, el efecto positivo del aporte de un nutriente
es tanto mayor cuanto mis grave ¢s la deficiencia del
nutriente de partida. El modelo general de refaciones en-
irc ¢l crecimiento o produccion de una planta y ¢l conte-
nido de nutrientes minerales se recoge en la Figura 8-1.

[Las curvas de respuesta de la produceion al aporte de
nutrientes presentan distintas pendicntes: los oligoele-
mentos presentan la curva de mayor pendiente, mien-
tras quc ¢l nitrdgeno muestra la de menor (Fig. 8-2).
Este comportamiento refleja la diferente demanda de
las plantas de cada nutriente en particular. No obstante,
las curvas reales de respuesta del erecimiento al aporte
de nutrientes no presentan una pendicnte constante ni
son siempre asintdticas, debido a la existencia de inte-
racciones con otros lactores de crecimiento. Todos es-
tos planlcamientos son igualmente vdlidos en el ambito
agricola, en el que la nutricion mineral tienc una in-
fluencia definitiva cn la cosecha. La produccion de bio-
masa total, peso total de la planta (indice biolégico),
estd directamente relacionada con el contenido de nu-
trientes, si bien en agricultura la cosecha se determina
por la produccion de materia seca de determinados 6r-
ganos o tejidos (indice de cosecha), por cjemplo, de
tubérculos o granos. Si consideramos la planta de remo-
lacha azucarera (Befa vulgaris), el rendimiento agricola
(indice de cosccha) serd mayor cuanto mayor sca el
peso de la raiz y su concentracién de sacarosa, La con-
secucion de un {ndice bioldgico clevado podria afccrar
negativamente a dicho rendimiento, ya que, por gjem-
plo, un gran desarrollo foliar puede restar peso y rigque-
za cn sacarosa a la raiz.
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Figura 8-1. Relacién entre el crecimiento vegetal y el con-
tenido de nutrientes minerales en la planta. I, Parte ascen-
dente de la curva en la que hay un c¢recimiento marcade
frente a pequenas aportaciones del nutriente. H, Los incre-
mentos en el crecimiento y en el contenido del nutriente
estan estrechamente relacionados. El intervalo |-l es el de
la deficiencia. lll, Zona en la que el crecimiento no esta limi-
tado por el nutriente y en la que el contenido del mismo se
incrementa notablemente. Es la zona de suficiencia del nu-
triente. |V, Parte final en la que el contenido excesivo de
nutriente produce toxicidad y reduccion del crecimiento.
(Adaptado de Marschner, 1995.)

1.2. Factores que afectan al contenido
mineral de las plantas

El contenido de nutrientes esenciales en los tejidos ve-
getales vicne determinado por vanios [actores, entre [0s
que podemos destacar: a) la dotacion génica de la plan-
ta; b) la dispombilidad de nutrientes en ¢l suelo o medio
de cultivo, y ¢) ¢l momento fenoldgico o edad de la
planta y el érgano o tejido vegetal que sc considere.

Deotacion génica de la planta, 1.0s contenidos mine-
rales var{an cnire las especics vegetales, incluso cuando
se hacen las comparaciones usando los mismos érganos
y de la misma edad fisioldgica. Estas variacioncs se ba-
san fundamentalmente en diferencias en el metabolis-
mo y en la constitucion de la planta, por cjemplo, las
diferencias en la demanda genotipica de B v Ca de la
parcd celular. El contenido de bore en materia seca de
hojas recientemente maduras, crecidas en las mismas
condicioncs, es de 3.0 g - ¢ lentrigo y 50 pug g !
en arroz, pero legan a 25 pg - g ! en soja v hasta 34
pg - o~ ven girasol. En el Cuadro 8-2, que se explica
mis adelante, se pueden aprectar las diferencias ¢n el
contenido de nutrientes de distintas especies vegetales.

En un epigrafe posterior se tratan aspectos genéticos de
las plantas que tienen que ver con la adaptacion de distin-
las varicdades de una misma especie al estrés nutricional.

Disponibilidad de nutrientes en el suelo. El suelo es
el soporte natural de las plantas del que las raices toman
el agua y los nutrientes minerales. El desarrollo dptimo
de un cultivo estd genéticamente controlado, al igual
que su capacidad de captar nutrientes del medio exter-
no. Este potencial de desarrollo viene limitado funda-
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Figura 8-2. Curvas de produccién vegetal en funcion de la
concentracion de distintos nutrientes en la planta. {Adapta-
do de Marschner, 1995.)

mentalmente por la disponibilidad de nutrientes del me-
dio y, también, por otros factores de estrés que se co-
mentan mas adelante en este capitulo.

El conocimicnto de la cantidad total dc un nutriente
en el suclo resulta irrelevante en la mayorfa de los ca-
sos. Para el hierro, por ejemplo, tenemos cantidades to-
tales de Fe clevadas en casi todos los suelos, ya que cs
el cuarto elemente mds abundante de la corleza terres-
tre y, sin embargo, la concentracién de Fe* ™ tibre en la
disolucidn del suelo, salvo contadas ocasiones, es infe-
rior a 1077 M. Igual sucede con otros elementos y, en
consecuencia, la planta solo puede captar del suelo una
parte de la cantidad total de nutrientes presentes. que se
denomina forma disponible o asimilable.

Momento fenologico y drgano de la planta. La edad
fisiologica de la planta y la parte de la planta son. des-
pués del aporte de nutrientes. los factores mds impor-
tantes que afectan al contenido dc nutrientes minerales
en el tejido vegetal. Normalmente hay un descenso del
contenido mineral cn peso seco de {a planta segin ésta
va envejeciendo, con excepcién del Cay, a veces, el B
y ¢l Fe. Esta tendencia a la baja estd provocada prinei-
palmente por el aumento relativo del porcentaje de peso
scco del material estructural, pared celular y Lignina, y
de los compuestos de reserva, como ¢l almidén. Por
cjemplo, en cebada cultivada en campo con un suminis-
tro adecuado de potasio, el contenido de K en la parte
acrea pasa desde el 5-6 % cn la planta joven hasta cerca
del 1 9% cn la maduracidn. En este caso, la disminucidn
s¢ debe exclusivamente a un clecto de dilucion, ya que
la concentracion de K en el extracto acuoso de tejido
(jugo vacuolar) permanece constante 4 lo largo del ci-
clo, con un valor aproximado de 100 @M. El reparto de
fotoasimilados o fotosintetizados es fundamental para
el indice de cosecha y estd relacionado con la distribu-
cton fuente-sumidere (source-sink). Se llama «fuente»
a los tejidos fotosintéticos, hojas v tallos, en los que se
producen hidratos de carbono, los fotoasimilados, y
«sumidero», a los 6rganos reproductores, los de reserva
y los apices de crecimiento, que son consumidores ne-
tos de fotoasimilados (véase Capitulo 5). En los cult-



vos en los que s¢ cosechan frutos, semillas o tubéreulos,
los efectos del aporte de nutrientes en ¢l indice de cose-
cha son, a menudo, reflejo de las limitaciones del sumi-
dero, ocasionadas por un aporte deficiente o excesivo
durante un periodo critico del desarrollo, como el inicio
de la floracidn, la polinizacion o ¢l inicio de la tuberiza-
cion.

Los drganos reproductores y de reserva presentan
unos contenidos minerales estables en comparacion con
los érganos vegetalivos, que reflejan mejor las fluctua-
ciones en el aporte externo de nutrientes. En cste senti-
do, la hoja ¢s el érgano que mejor representa el estado
de nutricidn de la planta. de ahi que sea ¢l mds utilizado
en ¢l andlisis vegetal.

2. DIAGNOSTICO DE NUTRICION

El diagnostico del estado nutritivo de las plantas se rea-
liza. principalmente, con [lines agricolas y. también,
para mvestigar problemas de nutricién mineral. Puede
dividirse en dos elapas: la primera ¢s la de obtencidn de
datos, fundamentalmente por andlisis quimico de mate-
rial vegetal (analisis foliar), que puede complementar-
se con ¢l analisis del suelo. La segunda clapa es la de
interpretacion de resultados, en la que se comparan los
datos del andlisis con unos valores de referencia. Esta
comparacion s¢ pucde hacer segun distintos criterios,
que dan lugar a los diferentes métodos de diagndstico.

2.1. Analisis del suelo

El andlisis del suelo permite evaluar su potencial nutri-
cional, es decir, su capacidad para suministrar nutrien-
tes a la planta durante un ciclo de cultivo. La determi-
nacion de la composicién v propiedades del suclo,
como pH, textura (composicion centesimal de las parti-
culas solidas del suelo en funcion de su didmetro), EC
(conductividad cléctrica) y materia orgdnica, nos pro-
porciona una informacién basica para conocer el po-
tencial agricola de un suelo, ya que tales propicdades
marcan las condiciones en las que tendrédn lugar los pro-
cesos fisicoquimicos relacionados con la disponibilidad
dc nulrientes.

Los nutrientes minerales que toman las raices de las
plantas se encuentran ¢n disolucion y cn cquilibrio con
los nutrientes de la fase coloidal del suclo, compuesta,
sobre todo, por las arcillas y las sustancias hamicas.
Cuando la concentracidn de un ion en la disolucidn del
suelo disminuye debido a la absorcion radicular, este
ion es repuesto desde los coloides edaficos. Por tanio,
tencmos un proceso dinamico regulado por factores di-
versos. que dificulta el diagndstico del potencial nutri-
cional de los suelos, si (enemos en cuenta. ademads, la
gran variedad de suelos existente,

El andlisis del suelo debe suministrar informacion de
los nutrientes disponibles o asimilables por la planta, no
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sdlo de los que puede haber en un momento dado, sino
también del ritmo de incorporacion de los nutrientes a
la disolucién del suelo. Los mélodos de extraccidn de
nutrientes asimilables del suelo normalmente consisten
en la agitacién del mismo con sustancias quimicas ¢x-
tractoras, como dcidos o agentes quelantes. En la diso-
lucion que obtenemos después de la extraceidn, se de-
terminan los distintos nutrientes.

2.2. Analisis foliar

El empleo del anilisis quimico del material vegetal con
el fin de realizar un diagnéstice de nutricidn, se basa cn
la asuncion de que existe una relacion entre cl creci-
micnto de las plantas y ¢l contenido de los nutrientes en
la materia vegetal seca o fresca. '

En general, el estado nutricional de una planta se re-
fleju mejor por el contenido de los elementos de las ho-
Jas que por el de otros drganos (véase apartado 1.2). No
obstante, distintos factores, como el tipo de elemento,
la edad v la especic vegetal, pueden hacer recomenda-
ble un muestreo de otro érgano o parte de la planta.

El empico de hojas jévencs es sdélo aconsejable para
nutrientes que presentan un grado reducido de movili-
dad desde las hojas adultas hacia zonas de nuevo desa-
rrollo. La situacion es otra para los elementos K, N y
Mg, puesto que sus contenidos permanecen estables en
hojas jévenes expandidas. Para estos nutrienles maévi-
tes, las hojas adultas son las que mejor indican el estado
nutricional de la planta. Si se sospecha que pueden exis-
tir problemas de toxicidad, las hojas adultas son las mis
recomendables para el andlisis foliar.

El andlisis mineral de la hoja o de un tejido vegetal se
realiza en tres etapas:

1. La toma de muestra vegetal cs clave para la
validez de todo el diagnéstico de nutricién. Es
necesario establecer un procedimiento normali-
zado de mucstreo que asegure un malerial vege-
tal comparable y que considere los factores que
alectan al contenido de nutrientes de érganos y
tejidos. La normalizacion del muesirco debe rea-
lizarse por cultivos, dada las diferencias existen-
tes, por ejemplo, entre un frutal y una hortaliza,

2. La preparacion de la muestra, previa al anali-
sis quimico, contempla los siguientes pasos: a) el
transporte al laboratorio, generalmente en enva-
ses plasticos; by el lavado de la muestra con agua
destilada, sobre todo si sc trata de muestras de
planta desarrolladas en condiciones de campo,
manchadas con polvo o rociados foliares; y ¢) cl
secado y mohlido si, como sucede normalmente,
el andlisis se hace a partir de material seco.

3. El andlisis foliar, propiamente dicho. consiste
en una mincralizacién de la maleria orgénica ve-
getal por via seca o por via himeda. En la via
seca, la muestra de hoja sc reduce a cenizas en
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un horno-mufla y, posteriormente, éstas sufren
una digestion dcida, para finalmente realizar ¢l
andlisis de nutrientes en el extracto resultante.
En la via himeda, el tejido vegetal se trata con
una mezela de dcidos, sulftirico, nitrico y clorhi-
drico, fundamentalmente, para acabar con la me-
dida analitica dc los nutrientes. Los nulricnics
metilicos se determinan por espectrometria de
absorcion atdémica (Fe, Cu, Mn, Zn y Mo), de
cmision por llama (K, Na. Cay Mg), o de plasma
inducido (todos ellos), mientras que los no metd-
licos (N, P y B) se analizan por colorumetria. Ac-
tualmente existen otros métodos capaces de me-
dir conjuntamente aniones y cationes, entre los
que podemos destacar la cromatogratia liquida
{HPLC) vy la electroforesis capilar. Existe un
procedimicento normalizado recogido en los Mé-
todos Oficiales de Andlisis (1993).

2.3. Metodos de diagnéstico

Los métodos dc diagndstico pucden scr cualitativos,
por observacion de los sintomas visibles de alteraciones
nutricionales, o cuantitativos, basados en los resultados
del andlisis quimico del material vegetal, por compara-
¢ién con normas o valores de referencia.

2.3.1. Sintomas visibles de alteraciones

nutricionales

Las alteraciones nutricionales que reducen ligeramente
el crecimiento y la produccion no presentan sintomas
visibles claros. Normalmente, los sintomas se hacen pa-
tentes cuando la deficiencia nutricional es aguda y el
ritmo de crecimicnto y la produccion disminuycn signi-
licativamente. Ademds, muchas especies vegetales na-
turales, sobre todo las adaptadas a lugares pobres cn
nutrientes, ajustan su crecimiento al nuiriente limitante,
con o que no se desarrollan sintomas visibles.

Con objeto de diferenciar los sintomas de alteracio-
nes nutricionales de otros sintomas, es importante con-
siderar que los causados por alicracioncs nutricionates
licnen siempre un patron de distribucién simétrico: las
hojas de una planta en posiciones iguales o similares, de
la misma edad fisioldgica, presentardn una distribucion
de sintomas casi idéntica.

El diagnéstico del estado nutricional de una planta
basado en los sintomas visibles requiere una aproxima-
cidn sistemdtica, como se resume en el Cuadro 8-1. Los
sintomas aparecen, preferentemente, en hojas jovenes o
vigjas, en funcidn de la capacidad del nutricnte para
movilizarse por el floema.

La clorosis (amarilleamiento de las hojas) y la ne-
crosis (manchas de color variable, normalmente de ma-
rrén a negro), asi como ¢l patrén de distribucidn de am-

bas son criterios importantes en el diagndstico nutricio-
nal. Como norma general, los sintomas visibles de la
deficiencia de un nutriente son mds especificos que los
de su toxicidad.

El diagndstico puede ser especialmente complicado
en cultivos agricolas y en condicienes de campo, cuan-
do se encuentra mas de un nutriente en un nivel defi-
ciente, o cuando se producen simulidncamente la defi-
ciencia de un nutriente y la loxicidad de otro. También
se complica el diagndstico basado en los sintomas visi-
bles con la presencia de plagas v enlermedades, o por
olros dafios provocados. por ¢jemplo, por el uso de ro-
ciados Toliares.

2.3.2. Diagnostico foliar. Nivel critico e
intervalo de suficiencia '

La comparacion de los resultados del andlisis foliar con
la norma o referencia se viene haciendo de distintas ma-
neras. Alzunas implican una mera comparacion entre
C()ncentracinnes de un solo elemento ¥ sU norma, pero
otras usan relaciones entre dos elementos 0. incluso,
son multicomponentes. En ¢l primer caso. sc encucn-
tran los métodos tradicionales de Nivel Critico (NC) y
de Intervalo de Suficiencia (18}, y en el segundo, el mé-
todo DRIS.

El Nivel Critico (NC) es el mas extendido v se basa
en la comparacidn de la concentracidn de un nutriente,
obtenida por andlisis foliar, con un valor de referencia
que se denomina nivel eritico, y que normalmente su-
pone ¢l 90 % del mdximo de cosecha en peso seco. El
problema ¢s que los valores de referencia no son uni-
versales v, en consecuencia, no pueden aplicarse direc-
tamente a los mismos cultivos de distintas zonas geo-
grificas. Los métodos tradicionales presentan serias
limitaciones ya que las concentraciones de los nutrien-
tes sutren fluctuaciones con distintos factores. como los
mas arriba mencionados. Parece mas ldgico y realista
utilizar un intervalo de valores de referencia, en lugar
de un valor aislado.

El Intervalo de Suficiencia (IS). tiene la misma base
que el método del nivel critico. solo gque aqui la compa-
racion de nuestre dato analitico se hace frente a un in-
tervalo de concentraciones del nutriente que no impli-
can reduccidn en la produccidn.

En el Cuadro 3-2 se muestran intervalos de concen-
tracion de nutrientes adecuados o suficientes (IS), para
distintas especies vegetales. Los intervalos de macronu-
tricntes son de drdenes de magnitud similares en las
distintas especies. El calcio es una excepeion, pues pre-
senta un contenido sustancialmente menor en monoco-
tiledéneas. En todas las especies, el intervalo es relati-
vamentc ¢strecho para el N, ya que los contenidos de
lujo de N tienen efectos desfavorables en cf crecimicnte
v la composicion de la planta. En hoja de manzano, por
ejemplo, un contenido de N mayor del 2.4 % afecta a
menudo negativamente tanto al coler como al almace-
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Cuadro 8-1. Sintomas visibles de alteraciones nutricionales
Deficiencia
Parte de la planta Sintoma predominante nutricional
cl ) Uniforme N{(S)
Orosis
. [ntervenal o en manchas Mg (Mn
Hojas adultas g (Mn)
’ . Bordes y puntas K
Necrosis
[ntervenal Mg {Mn)
q ) Uniforme Fe (S)
L, Clorosis Intervenal o en manchas  Zn (M)
Hojas jovenes ) ) ’
Y apices Necrosts (0 clorosis) Ca. B, Cu
Delormaciones Mo (Zn. B)
Toxicidad
nutricional
N ) Manchas Mn (B)
CCrosis .
. Bordes y puntas B. salinidad
Hojas adultas e
Clorosis, necrosis Toxicidad inespecilica

Adaptado de Marschner. 1995,

naje de los frutos. Los contenidos de micronutrientes en
los intervalos de adecuacién varfan por un factor de 2, o
mayor. El Mn es el nutriente que muestra ¢l intervalo
mds amplio.

2.3.3.  Refacion entre nutrientes. Método DRIS
{Diagnosis and Recommendation
Integrated System)

Existen numerosas interacciones especificas ¢ inespeci-
ficas entre los nutrientes minerales de las plantas que
afectan a las concentraciones de nutrientes v a la pro-
duccion vegetal. Asi. con contenidos bajos dc P en
maiz, un aumento de N en la hoja bandera del 2.1 al
2.9 % tene poco efecto en la produccidn y. sin embar-
20, con altos contenidos en P, la produccion crece cuan-
do el porcentaje de N en la hoja bandera pasa del 3.0 %.

Las interacciones cntre dos nutrientes son importan-
tes cuando los contenidos de ambos s¢ encuentran cer-
canos al intervalo de deficiencia. El aumento del aporte
de uno de los nutrientes estimula el crecimiento. lo que
podria provocar o inducir la deficiencia del otro por un
etecto de dilucién. En principio, estas intcracciones
inespecificas son vilidas para cualquicra de los nutrien-
tes minerales de las plantas. Por tanto, las relaciones
optimas entre nutrientes son frecuentemente tan impor-
tantes como los contenidos absolutos. Por ejemplo, una
relacion N/S proxima a 17 se considera adecuada para
la nutricién azufrada de trigo v soja. Sin embargo, las

relaciones dptimas consideradas de forma aislada son
insuficientes, porque pueden conseguirse cuando am-
bos nutrientes se encuentren en intervalos deficientes, o
bien, en los de toxicidad.

Dada la importancia de la relacién de nutrientes en el
andlisis de la planta con fines de diagndstico, se ha in-
troducido un nuevo conceplo Sistema integrado de
diagndstico y recomendacion (DRIS). El sistema se
basa en la recogida del mayor ndmero posible de datos
respecto a los contenidos de nutrientes minerales en la
planta (hasta ahora. macronutricntes), v el uso de esos
datos para el cdlculo de relaciones dptimas entre nu-
tricntes (indices nutritivos o relaciones normalizadas),
por ejemplo. las relaciones N/P, N/K, ele. Los indices
de nutrientes calculados por DRIS son menos scnsibles
a los cambios que se producen durante la maduracion
de la hoja ¥ la ontogénesis, pero dependen en cierto
grado de la localizacion. Por ejemplo, ¢l indice N/P
para hoja bandera de maiz ticne un valor medio de
10,13, pero es de 8.91 cn Sudifrica y de 11.13 en ¢l
sudoeste de Estados Unidos.

Las relaciones normalizadas o indices nutritivos son
valores medios obtenidos a partir de varios miles de ex-
perimentos de campo. Actualmente, ¢l uso de modelos
informatizados facilita la obtencién y manejo de estos
indices. Para determinados cultivos y en ciertas condi-
ciones (lugares de alta produccidn, sistemas de cultivo
& gran escala), una clevada inversion econdémica en as-
pectos analilicos puede resultar rentable, ya que el
DRIS permite una interpretacién mds fina de los resul-
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Cuadro 8-2. Intervalos de suficiencia de la concentracidon de nutrientes en tejidos vegetales de distintos tipos
de planta
Contenidos (% en peso seco) Contenidos (mg - kg™ peso seco)

Especie (6rgano) N P K Ca Mg Mn Zn Cu B Mo
Trigo {toda

la parte aérea) 3.045 03-05 2938 04-1.0 0.1503 30-100 0 20-70 0 3-10 5-10 0.1-0.3
Maiz (hoja

madura)® 2735 0407 2535 07-1.0 02005 30-300  20-150  5-25 8-25 0.5-1.0
Remolacha (hoja

madura) 4.0-6.0 03506 3.5-60° 0.7-2.0 030-0.70 40-100 20-80  7-15  40-100 0.25-1.0
Algoddn (hoja

madura) 3647 03-05 1.735 06-1.5 03508 35-100  25-80 820 20-80 0.6-2.0
Tomate (hoja

madura) 40-55 04-0.65 3.0-6.0 3.0-40 03508 40-100  30-80  6-12  40-80  0.3-1.0
Alfalfa (parte

aérea superior) 3350 0306 2538 1,025 0308 30-100 25770 6-15 3580 0.5-20
Manzano (hoja

madura) 2228 0.18-030 1.1-1.5  1.3-2.2 0.20-0.35 35100 20-50  5-12 3050 0.1-0.3
Naranjo (hoja

madura) 24-35 0.15-03 1.2-20 3070 02507 25-125  23-60  6-15  30-70 02-05
Abeto (aciculas

de 1-2 afios) 1.35-1.7 (0L13-025 (.5-1.2 0.33-0.8 0.1-0.25 50-500 1560 410 15-50  (.04-0.2

(a) De Jones e of. 1991,
by Contenido de Na por debajo de 1.5 %.
Adaptado de Marschner, H., 1995

tados v, por tanto, una adecuada recomendacion de abo-
nado, como se ha podido comprobar para remolacha
azucarera, maiz y frutales. Sin embargo. con otras con-
dicioncs ambientales, los resultados obtenidos con el
DRIS han sido menos favorables y. sin duda, no ¢s el
método mds recomendable en sistemas de produccion
con una diversidad amplia de cultivos anuales, o para
sistemas de produceién reducida y de cultivo a pequena
escala.

2.4. Otros métodos de analisis y
de diagnostico de nutricion

El contenido total de un nutriente en hoja es lo que con
mayor Irecuencia se determina en el andlisis vegetal, st
bien existen otros métedos de estudio para conocer el
estado nutricional de las plantas, como son: a) la frac-
cién de nutrientes, b) el andlisis de savia y ¢) los méto-
dos histolégicos y bioquimicos.

Fraccion de nutrientes. La determinacion de sélo
una parte o fraccién del contenido total de un nutriente
en hoja, por efemplo, la que es soluble en agua o en un
dcido diluido o en un agente quelante. en ocasiones, re-
tleja mejor el estado nutricional de la planta. En el and-
lisis de planta como base para una recomendacidn de
abonado, esta afirmacién es aplicable para el nitrato,
que es la forma principal del N de reserva en muchas
especies vegetales. Las limitaciones mas importantes
que puede tener este método tienen que ver con las es-

pecies que reducen el nitrato preferentemente ¢n las rai-
ces, como algunos miembros de las rosdceas, o cuando
el N amoniacal se afiade y se absorbe antes de ser nitri-
ficado en el suelo. Esta situacion podria darse en suclos
con alto contenido en N orgdnico y con allas tasas de
mineralizacion durante los periedos en los que el culti-
vo tiene una elevada demanda de nitrogeno. La deter-
minacién de una fraccién definida de nutrignte puede
ofrecer no solo una mejor caracterizacion de las reser-
vas almacenadas en planta (p. ej.. N-nitrato o S-sulfa-
to). sino también la disponibilidad fisioldgica del nu-
triente en el tejido. Por ejemplo, la extraccidn de
Fe(Il) de hojas con acidos diluidos o agentes quelan-
tes, para caracterizar la denominada «{raccion activa»
de Fe, puede mejorar la relacién entre el contenido de
Fe y el de clorofilas en hojas de plantas cultivadas en
campo.

Analisis de savia. De los métodos propuestos para la
extraccion de savia, destacaremos dos: la savia de pre-
sidn y el exudado de xilema. En el primer método, los
tejidos conductores, tallos y peciolos, se someten a pre-
$10n en un medio éter etilico y, posteriormente, por de-
cantacién del medio acuoso, se obtiene lo que se deno-
mina «savia». Mds bien se trata de un jugo de tejidos
conductores, ¢n el que ademas del fluido de xilema ten-
dremos contenidos celulares, sobre tode vacuolares, de
las muestras prensadas.

La savia de xilema se obtiene por decapilacion de la
plania a unos 2 ¢ 3 cm por encima del comienzo de la
raiz y la subsiguiente recoleccién del exudado que fluye



del corte. Aqui, el liquido que extraemos es mds diluido
que en la savia de presion.

La hoja, por andlisis {oltar, proporciona informacion
sobre lo que ha ocurrido hasta el momento del mues-
treo, pero dificilmente reflejard alteraciones ocasiona-
les que pueden afectar a los sumideros. En cambio, la
savia informa de lo que estd ocurriendo en la planta en
¢l momento preciso de la toma de muestra. Se ha utili-
zado en el estudio de antagonismos nitrato-cloruro, cal-
cio-potasio, en el andlisis de N-nitrato comeo indicador
de fertilizacion nitrogenada en cultive de remolacha,
etc. En cultivos lefiosos, el nivel de N organico en savia
corresponde a N proteico y de aminodcidos que, junto a
los azticares tanto reductores como totales, nos informa
de las reservas del cultivo. El andlisis de savia permite,
por tanto. un diagnéstico precoz de nutricién y, cven-
tualmente, la introduccién de medidas de correccidén en
el abonado o en el riego. con ¢l fin de mejorar la pro-
duccidn en el mismo ciclo de cultivo,

Métodos histoquimicos y bioquimicos. Las altera-
ciones nulricionales estdn generalmente relacionadas
con cambios tipicos en la estructura fina de la célula, de
sus orgdnulos v del tejido. Los estudios con microsco-
pio dptico de las modificaciones en la anatomia y mor-
fologia de la hoja pueden ser ttiles para el diagndstico
de las deficiencias de Ca, Cu, B y Mo.

Los métodos enzimdticos relacionados con enzimas
marcadoras ofrecen otra aproximacion para conocer el
estado nutricional de las plantas. Estos mélodos se ba-
san en el hecho de que la actividad de ciertas enzimas
es menor o mayor (dependiendo del nutriente) en teji-
dos normales que en los deficientes. Ejemplos se han
dado para el Cu y la ascorbato oxidasa, el Zn y la aldo-
lasa o la anhidrasa carbonica y para el Mo y la nitrato
reductasa. Se realizan bien por determinacidén de la acti-
vidad actual de la enzima en el tejido después de la ex-
traccidn, bien por determinacion de la actividad induci-
ble de la enzima después de que el tejido se haya
incubado con el nutriente en cuestién. como con la acti-
vidad peroxidasa con el Fe o la nitrato reductasa con
Mo. Para determinar el estado nutricional de Mn, sc
puede utilizar la actividad superoxido dismutasa (SOD-
Mn) en hojas como marcador biogquimico.

También pucden emplearse métodos bioquimicos
para determinar el estado nutricional de macronutrien-
tes. La acumulacion de putrescina (véase Capitulo 22)
cn plantas deficientes en K sc ha utilizade como indica-
dor bioquimico de los requerimientos de K de 1a alfalfa.
La actividad inducible de nitrato reductasa puede ser
utilizada como indicador del estado nutricional de N.

En principio, el potencial de los métodos bioquimi-
cos, biofisicos y enzimaticos esta en la resolucion de
algin caso particular de alleracidn nutricional y sirve
mds como complemento que como alternativa al andli-
sis foliar, dado el problema de la calibracion de estos
métodos.
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3. SUMINISTRO DE NUTRIENTES EN
LA PRODUCCION AGRICOLA

Las previsiones medias de las Nactones Unidas (ONU)
estiman que la poblacién mundial alcanzard los 6100
millones de habitantes en ¢l afio 2000. El crecimiento
demogrifico con el incremento del nivel de vida hardan
que la demanda de alimentos y otros productos agrico-
las aumente a un ritmo anual del 3.1 %. Durante los l-
timos afios, la produccién de alimentos crecié a razon
de una tasa anual media del 3.2 % en los paises en vias
de desarrollio y del 2% en los paises desarrollados. La
FAO (Organizacion de Agricultura y Alimentos de la
ONU} indica que un tercio de ese incremento se debid a
una expansién de la superticie cultivada y dos tercios,
al aumento cspecitico del rendimicnto de los cultivos.
Evidentemente, para mantener e, incluso, mcrementar
estos resultados se necesita, ademds de mejorar las
priacticas agricolas, un mayor empleo de fertilizantes
que sea, a su vez, respetuoso con el medio ambiente v
no implique una contaminacién del mismo.

El otro gran factor limitante es el agua. Actualmente,
aunque sélo el 15 % del total de la tierra arable del
mundo es de regadio, ésta produce el 36 % del rendi-
miento total de las cosechas. Una utilizacion adecuada
de los fertilizantes implica que los cultivos tengan un
suministro suficiente de agua. Por tanto, existe una rela-
cidn estrecha entre ambos aportes. La agricultura repre-
senta aproximadamente el 75 % de todo el consumo de
agua. En consecuencia, cl riego puede ser muy caro y su
control, complejo. Problemas como el de la salinidad,
la erosion, la excesiva utilizacidn de agua fredtica y su
contaminacién o las inundaciones causadas en muchos
casos por una delorestacion desmesurada, son aspectos
que condicionan la utilizacién del agua para riego en
agricultura,

En sintesis, ¢l crecimiento y ¢l rendimiento de los
cultivos estdn regulados, aparte de por las condiciones
ambientales y las nuevas variedades de planta, por la
disponibilidad de agua y nutrienies. Asi, por ejemplo,
en el cultivo de cercales, bdsicos ¢n la alimentacién,
hemos pasado de 1.2 ton/ha/aiio de mediados del siglo
XX a 2.5 wwon/hajafo en la actualidad.

La aplicacidn de macro y micronutrienles ha contri-
buido de forma sustancial al enorme incremento de la
produccién de alimentos que ha tenido lugar en los ilti-
mos cien afos. Sin embargo, en los paises desarrolla-
dos, el uso excesivo de fertilizantes ha generado graves
problemas de contaminacion de nutrientes. En estos lu-
gares, se ha hecho prioritario mantener el equilibrio de
nutrientes en el suelo y nutrientes en el cultivo, de for-
ma que se minimicen las pérdidas al medio ambiente vy,
también, obtener cultivares de alta eficiencia para sue-
los con altos niveles de nutrientes. En cambio, en los
paises en vias de desarrollo, el principal factor limitante
de la produccién agricola es la baja fertilidad de los
suelos. Aqui, el objetivo de alcanzar una mayor produc-
cion estd relacionado con impulsar los métodos de diag-
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nostico de las deficiencias vy toxicidades de suelos no
fertilizados, con la incorporacion de una cantidad mini-
ma de fertilizantes y a un coste bajo, y con cl desarrollo
de cultivares con alta eficiencia de nutrientes para sue-
los deficientes, o cultivares tolerantes frente a toxicida-
des naturales. La preocupacion de los paises desarrolla-
dos por la contaminaciéon impide, en ocasiones,
contemplar la necesidad urgente de fertilizantes y de
estudios de fertilidad que tiencn los paises en vias de
desarrollo para producir mas alimentos por hectirea,
como alternativa a la obtencién de nucva tierra cultiva-
ble, por ejemplo, por tala y quemado de dreas forestales.

3.1. Nuevas técnicas de produccion agricola.
Fertirrigacion

La fertirrigacion es una técnica de cultivo que ofrece la
posibilidad de realizar una fertilizacion dia a dia, en
funcion del proceso lotosintético y exactamente a la
medida de un cultivo, de un sustrato y de un agua de
riego definidos v para unas condiciones ambientales de-
terminadas. La técnica permifc una dosificacion ade-
cuada de fertilizantes y filosanitarios en un sistema de
riego localizado, que ofrece mumerasas ventajas frente
al riego tradicional en cuanto a la cantidad vy a la calidad
de agua que utiliza.

En Espafia se estima que existen unas 300 000 ha de
superficie fertirrigada, un 6 % de 1a superficie tolal de
regadio, de las que mds de 50 000 ha lo son de inverna-
dero, correspondiendo a Almeria practicamente la mi-
tad de esta superficie, el mejor exponente de csta nueva
técnica de riego y fertilizacién. En estos momentos, so-
mos el segundo pais del mundo después de Estados
Unidos gue, con 900 000 ha, ocupa el primer lugar,
Normalmente, 1a fertirrigacidn se utiliza en cultivos in-
tensivos, de clevado coste y rendimiento. en instalacio-
nes bajo cubierta pldstica, aungue también pucde hacer-
se en campo abierto. Los componentes fundamentales
de un sistema de cultivo con fertirrigacion son: el sus-
trato de cultivo {organico o inorganico), la disolucién
fertilizante, el sistema de ricgo (bomba de agua, filtros,
inyectores, clectrovdlvulas, goteros, ...) v la planta (Fi-
gura 8-3).

Se utilizan sustratos artificiales distintos del suelo
debido a: 1) la necesidad de transportar plantas: 2) la
existencia de factores limitantes para la continuidad de
los cultivos intensivos en un suelo natural. como agota-
miento, salinizacion y enfermedades; v 3) la posibilidad
de un mayor control del ambiente radicular. cn aspectos
relacionados con el suministre de agua y nutrientes. Los
sustratos mas utilizados son turbas, arena, lana de roca
o rock-wool, perlita y otros materiales alternativos,
como corteza de pino, fibra de coco, escorias de fundi-
cidn, cic.

El cabczal de riego en un sistema de fertirrigacién
consta de distintos mddulos para la mezcla y dosifica-
cién de los fertilizantes con el agua de riego. con ayuda

Tanques de
A - H l:aferﬂlizantes

Electrovaivula Lineas de

Inyector

goteros
] —
arena
[ Ec]

Figura 8-3. Esquema de un sistema de fertirrigacién. Tan-
ques A, B y C para las discluciones de nutrientes, que son
entre 100 y 1000 veces superiores a las requeridas por los
cultivos. Suele existir un cuarto tanque con acido nitrico o
acido fosforico, con la mision de desobturar goteros y con-
trolar el pH de la disolucidon nutritiva. El inyector permite la
mezcla de |os fertilizantes con el agua de riego, dando lugar
a la disolucién nutritiva que se desea. Las electrovalvulas
regulan y distribuyen el flujo de disolucién hacia los gote-
ros. Se situan medidores de control del pH y conductividad
eléctrica (EC).

de un programa de tiempos y diluciones, como se ob-
serva en la Figura 8-3. Los distintos tipos de disolucion
fertilizante que se utilizan en fertirrigacion tienen como
modelo las disoluciones nutritivas que se cmplean en
hidroponia (como la que se menciona cn el Cuadro 6-4).
Actualmente, se¢ comercializan nuevos ferulizantes
para ser utilizados cspecificamente con fertirrigacion
que deben ser solubles. Logicamente, en el discfio de
las disoluciones se ticnen en cuenta los contenidos sali-
nos del agua de riego. las interacciones con el sustrato v
las necesidades del cultivo.

La fertirrigacion permite un mcjor aprovechamicento
de los fertilizantes, dada la precision en la incorpora-
cion de los mismos cerca de las raices, disminuyendo
las pérdidas por lixiviacién y velatilizacion. Se puede
conseguir una adecuacidon continua del abonado a las
necesidades del cultivo. Algo parecido sucede con el
gasto de agua, va que se necesitan menores cantidades
para mantener hiimeda la raiz, lo que implica una re-
duccion en las pérdidas por percolacién v por evapora-
cion, asi como una distribucidn controlada del agua en
ia zona radicular. También existe la posibilidad de adi-
cionar a los cultivos, a lravés del agua de riego, otros
productos como fitosanitarios, bioestimulantes, etc. Po-
demos resumir que, con esta técnica de cultivo, conse-
guimos una disminucion de la contaminacion difusa del
suclo vy las aguas [redticas y un incremento en el rendi-
miento de los cultivos.

Los inconvenientes principales de la fertirrigacion
son ¢l elevado coste de la instalacion y el mantenimien-
to del sistema, ademds de una cualificacion téenica del
agricultor para el buen uso del mismo. Ademds, se pro-
ducen distintos residuos, como las disoluciones de ferti-
lizantes desechadas, los pldsticos vy los sustratos de cul-
tivo, que tienen una vida comercial corta.




3.2. Macro y micronutrientes. Quelatos

Los fertilizantes qguc s¢ emplean en fertirrigacion han
de ser solubles en agua o, directamente, l{quidos. La
industria ha desarrollade una serie de productos para
ser utilizados en los sisternas de riego, de mayor calidad
y variedad respecto a los fertilizantes tradicionaies.

Los fertilizantes sélidos de macronutrientes, ademas
de ser perfectamente solubles, han de cumplir dos obje-
tivas: a) ser compatibles entre i, sin que originen reac-
ciones cruzadas que den lugar a precipitaciones inde-
scadas. Normalmente, se preparan dos disoluciones
concentradas, separando las sales cilcicas de las de fos-
fato y sulfato y, b) la concentracién salina que propor-
cionan al mezclarse con el agua de riego no debe supe-
rar los valores criticos de salinidad de cada cultivo.

En fertirrigacidn, mis que en ningln otro sistema de
cultivo, s¢ hace necesaria la aplicacion de micronu-
trientes, ya que las raices de las plantas, confinadas en
el bulbo de goteo, solo van a poder explorar una peque-
fia parte del susirato, cuyo contenido en micronutrientes
puede ser insuficiente para el buen desarrollo del culti-
vo. Ademds, los fertilizantes dc macronutricntes que se
emplean en fertirrigacion son mas puros que los tradi-
cionales y conticnen menos micronutrientes como im-
purezas. Es decir, los micronutrientes se aportan en me-
nor cantidad y, sin embargo. sc¢ requicren ¢n mayor
medida, dado que el sistema ascgura el suministro de
elementos mayores. En consecuenciy, es mis probable
que los oligoelementos se constituyan como {actores li-
mitantes de la produccion. Las sales solubles de micro-
nutrientes, sobre todo las de hierro. tenden a precipitar
como hidréxido de Fe, pudiendo interferir con otros nu-
trientes como el téstoro, con lo que no cstardn disponi-
bles para la planta y provocar, ademas. la obturacién de
los goteros.

Un quelato es un tipo de complejo en el que un ion
metilico (Fe, Cu, Zn, Mn, ete.) se une por varios puntos
una molécula orgdnica (agente quelante). de manera que
¢l ion quelado cambia sus propiedades y normalmente.
aumenta su estabilidad en disolucién. Los quelatos més
utilizados son derivados poliaminocarboxilicos, siendo
el EDTA (4cido etilén-diamino-carboxilico} el agente
quelante mas conocido, si bien hay otros que forman
guelatos con Fe mds estables, como ¢l EDDHA (acido
ctilén-diamino-di-ortohidroxi-fenilacético) (Fig. 8-4).
En la actualidad, sc recomienda el uso exclusivo de
quelatos solubles o en disolucidn para la aplicacion de
los nutrientes metilicos. En el vademécum de produc-
tos fitosanitarios y nutricionales de 1996, aparecen 153
productos férricos con distintos agentes quelantes o
complejos orgdnicos vy ninguna sal inorgdmica de Fe.
Para el resto de los metales, también existe una mayoria
de fertilizantes a base de complejos v quelatos y solo
unos pocos productos morgdnicos. Incluso los nutrien-
tes B y Mo se comercializan como complejos con dife-
rentes matcriales orgdnicos.

La aplicacion de Fe como quelato férrico ¢s la mejor
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Figura 8-4. Fodrmula desarrollada de la molécula del quela-
to Fe-EDDHA {EDDHA = Acido etilén-diamino-di-ortohidro-
xi-fenilacético).

forma de corregir la clorosis férrica, si bien puede resul-
tar algo cara. En nuestro pais se estd utihzando con éxito
en cultivos sensibles a la clorosis y de alto valor afiadido,
o en invernaderos con lecnologia de fertirrigacion.

4. INTERACCION PLANTA-
MICROORGANISMO

Exisle una region del suelo definida como rizosfera
dondc sc ponen de manifiesio numerosas interaceiones
cntre las rafces de la planta y los microorganismos del
suelo, especialmente bacterias y hongos. Eslas interac-
ciones rafz-microorganismaos resultan, a veces, tremen-
damente complejas e implican en muchos casos la inva-
sidn de la rafz por dichos microorganismos, o bien
permanecen libres en el suelo. En cualquier caso, las
interacciones pueden producir un beneficio a la planta o
bien lesiones o enfermedades. Durante afios, cstos siste-
mas han atraido la atencion de los microbidlogos; pero.
con {a excepcidn de los organismos tjadores de nitrd-
geno, no es hasta estos dltimos afios que ha surgido un
interés similar en los fisidlogos vegetales. En este senti-
do, el estudio de las micorrizas ha demostrado su im-
portante papel en la nutricién mineral de numerosas fa-
milias de plantas, tanto de interés agricola como.
principalmente, en silvicultura.

El objetivo actual de alcanzar y mantener una agri-
cultura sostenible se basa especialmente cn el mejor
conocimiento de estos dos aspectos de la interaccién
planta-microorganismos que son la fijacion bioldgica
del nitrogeno en simbiosis y las micorrizas, comentados
a continuacion.

4.1. Fijacion biologica del nitrégeno

Comeo ya se dijo en el Capitulo 6. las plantas toman
prefercntemente el nitrdégeno como NOJ vy también,
aunque de forma secundaria, como NH] {(véasc tam-
bién Capitulo 15). Sin embargo, gracias a las asociacio-
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nes simbidticas de determinados organismos, algunas
plantas, principalmente leguminosas, son capaces de
reducir el N, atmosférico y asimilarlo. Aungue este as-
pecto se trata de forma exhaustiva cn el Capitulo 16, en
este apartado se describe la proyeccidn agricola de la
fijacion de N,.

El nitrégeno junto con el déficit hidrico son los facto-
res limitantes mis importantes de la produccién agricola.
En consecuencia, el nitrégeno inorganico se ha converti-
do en el principal fertilizante utilizado con resultados
verdaderamente espectaculares. Asi, por ejemplo, con
s6lo un aumento del 10% cn la superficie cultivada, en
25 afios se duplicd la produccidn de cercales en ¢l mun-
do, al pasar de un aporte nitrogenado de 8 kg/ha/afio
empleados al finalizar la Segunda Guerra Mundial a
125 kg/ha/anio utilizados en la década de los sctenta.
Actualmente, se vienen utilizando un promedio de 150
kg/ha/ano en los paises del primer mundo.

Frente a los métodos industriales, principalmente el
método de Haber-Bosch, para la obtencion de fertili-
zantes nitrogenados, que resultan muy caros desde ¢l
punto de vista energético y, potencialmente, contami-
nantes tanto de las aguas como del suelo, Ia fijacion
bioldgica del nitrégeno se presenta como una alternati-
va econdémicamente rentable y ecoldgicamente limpia.
La fijacién total de nitrogeno en la bioslera se eleva
a 275 millones de toneladas anuales: de ellas, 175 mi-
llones se fijan biologicamente, existe una fijacidn in-
dustrial de 70 millones y una tijacion espontinea del
orden de unos 30 millones. Asi, la fijacién biologica
supone algo mds del 60 9%, dc la cual ia mitad corres-
ponde a la simbiosis del sistema Rhizobiwm-legumino-
sas. Desde hace mds de veinte siglos, las leguminosas
se vienen utilizando empiricamente en la cuenca del
Mediterraneo y en otros lugares para restaurar la fer-
tilidad de los suelos mediante la rotacion de los cul-
tivos. Una mirada a la produccién mundial de legumi-
nosas indica que, frente a la produccién anual de 200
millones de toneladas, serian necesarias, al finalizar el
siglo, 500 millones de toneladas para alimentar a la po-
blacién mundial. Sin embargo, la produccion de legu-
minosas en los dltimos afios sélo ha crecido en un 20 %
debido, entre otras causas, a su complicada nutricion
nitrogenada. :

Los principales sistemas simbidticos son los si-
guientes:

a) Simbiosis Rhizobium-leguminosas. Es la més es-
tudiada y, en consecuencia, la mejor conocida,
aunque presenta todavia toda una serie de pro-
blemas de orden ecofisiolégico, bioquimico y
molecular que atin se desconocen, y gue podrian
mejorar claramente la produccion. Actualmente,
el aislamiento de mutantes mas eficaces de Rhi-
zobium y los adelantos en genética molecular es-
tin arrojando mayor luz a la comprensién del
proceso y una mayor rentabilidad en la produc-
cidn de leguminosas (Fig. 8-53 A). Podemos esta-
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Figura 8-5. A) Detalle de los nddulos resultantes de la sim-

hiosis entre la planta de guisante (Pisum sativurm) y Rhizo-

bium leguminosarum. (Fotografia de L. Bolafios, 1992.) B}

Anabaena, cianohacteria filamentosa con heterocistos, celu-

las especializadas donde se realiza la fijacion biologica del

nitrégeno. Microscopia de fluorescencia, x 1000. (Fotografia
de |. Bonilla, 1986.}

blecer un promedio del nitrogeno fijado por esia
modalidad de entre 50-250 kg/ha/aiio.

b)Y Simbiosis Frankia-no leguminosas. Frankia es
una bacteria filamentosa que establece simbiosis
con plantas no leguminosas todas ellas lefiosas,
por lo que tiene una gran impoertancia en las
areas forestales y en la regeneracion de suelos
pobres. La biologia de Frankia cs mucho peor
conocida que la de Rhizobium ya que, contraria-
mente 4 lo sucedido con la anterior, no fue aisla-
da y cultivada in vitre hasta 1968 por el grupo de
J. Torrey de la Universidad de Harvard. La sim-
biosis que establece con las plantas del género
Casuarina es 1a mejor conocida de este tipo. Son
plantas originales de Australia y Sureste asiati-
co, drboles de crecimicnto riapido que pueden
servir de cortavientos en las regiones de prede-
sierto, para la proteccion de los cultivos contra
la arena. También sirven para fijar suelos erosio-
nados y dunas. Con unas 70 especies, actual-
mente estan aclimatadas a todas las regiones tro-



picales y subtropicales. Existe también simbio-
sis de Frankia con otras plantas, siempre lefio-
sas, de diversos drdenes como Rosales, Fagales
y Myricales, etc. Podemos establecer un prome-
dio de nitrdégeno fijado por esta modalidad de
entre 30-230 kg/ha/aiio.

¢)  Simbiosis cianobacterias-Azolla. Ya 2000 aios
a. de C., en los arrozales chinos y vietnamitas, se
utilizaba ¢l helecho acudtico Azolla que estable-
ce una simbiosis con cianobacicrias fijadoras de
nitrégeno, principalmente del género Anabaena
(Fig. 8-5B). Tanto en simbiosis como cn forma
libre, estas cianobacterias aportan a los arrozales
unos 30 kgN/ha/afio; sin embargo, estudios ac-
tuales indican que la inoculacion previa en los
arrozales incrementa un 14 % el rendimiento de
grano, lo que cquivale a 450 kg de grano/ha/aiflo.
Podemos establecer un promedio de nitrégeno
fijado por esta modalidad de simbiosis de entre
10-200 kg/ha/afio.

4.2. Micorrizas

Muy probablemente, de todas las interacciones entre
plantas y microorganismos. la de mayor proyeccién nu-
tricional sea la que se prescnta entre las raices y los
hongos del sueio, en una forma de mutualismo que co-
nocemos como micorriza. A diferencia de lo que suce-
de con la fijacién bioldgica de dinitrdgeno, donde solo
unas pocas familias, principalmente leguminosas, pre-
sentan la asociacidn simbidtica, se han observado mico-
rrizas en mas del 80 % de las especies estudiadas, inclu-
yendo practicamente todas las plantas de  interés
agricola y forestal.

Originalmente descubiertas en el siglo xI1X por el bo-
tdnico alemin Frank, éste observd que la inoculacion
con micorrizas estimulaba la germinacién y el creci-
miento de las pldntulas. Aungue no fueron aceptados en
un principio, los estudios actuales han venido a confir-
mar estos resultados con drboles, tanto en Estados Uni-
dos como en Australia y en la antigua URSS, donde sc
han obtenido aumentos en ¢l crecimiento de un 30 a un
150 % en semtillas inoculadas [rente a controles sin ino-
cular. Similares resultados se han conscguido en plan-
Ltas como el maiz. Sabemos que el papel benéfico de las
micorrizas se debe a que aumenta considerablemente la
zona en que la rafz es capaz de absorber nutrientes mi-
nerales, al establecerse una intcraccion de las hifas con
los pelos radiculares de la planta (Fig. 8-6). Existen dos
formas de micorrizas: ectomicorrizas y endomicorrizas.

Las ectomicorrizas estin resiringidas a muy pocas
familias (s6lo el 3 % de las fanerdgamas); son propias
de zonas templadas y aparecen mayormente en drboles
y arbustos, como pinos (Fig. 8-6 C) y hayas (Fagiceas).
Suelen ser cortas y muy ramiflicadas y las hifas del hon-
go penetran solo en el espacio libre radicular (hasta la
banda de Caspari), pero no en el interior de las células,
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formando una red intercelular en ¢l apoplasto que se
denomina red de Hartig (Fig. 8-6 A).

Las endomicorrizas se encuentran en especies de
casi todas las familias de angiospermas y en la mayoria
de las gimnospermas, excepto las pindceas. Son, sin
duda, las mds abundantes, encontrandose en todos 1os
climas y continentes a excepcién de la Antartida. Pre-
senian tres tipos, de los cuales el mds numeroso es el de
las micorrizas vesiculo-arbusculares (VA). A diferencia
de las ectomicorrizas. los hongos de las micorrizas VA,
miembros de la familia Endogonaceae, parecen pene-
trar de manera directa en el citosol de las células corti-
cales. donde configuran esas formas arbusculares y ve-
sicales que dan nombre a este tipo de micorrizas. Las
hifas se ven rodeadas de una membrana plasmatica in-
vaginada de las células corticales (Fig. 8-6 B).

Tanto en unas como en otras micorrizas, la planta
suministra azucares para mantener ¢l metabolismo del
hongo y éste, por su parte, mejora la capacidad de la
raiz para absorber 1ones de difusion lenta o iones que la
planta requicre en cantidades elevadas, como fosfato,
amonio, nitrato v potasio (véase Capitulo 7). Muchas
comunidades de arboles no crecerian sin la ayuda de las
micorrizas, como sucede en numerosos suelos poco fér-
tiles o en drboles crecidos en terrenos que no son los
suyos originarios, como es el caso de drboles europeos
introducidos en América, que no crecen hasta que no
son inoculados con los hongos tomados de sus suelos
originarios. Como puede verse, se trata de una relacion
simbidtica y mutualista, con un claro bencficio mutuo,
donde el hongo recibe nutrientes orgdnicos de la planta,
y €sta ve mejorada su capacidad de absorcién de agua y
sales minerales.

Zonas muy degeneradas ambientalmente, como mdr-
genes de carreteras, o contaminadas por rellenos indus-
triales, mineros, sanitarios. etc.. son regeneradas més
facilmente gracias a la introduccidén de plantas mico-
rrizadas. Las micorrizas as{ como la fijacién bioldgica
de dimitrégeno se han configurado como dos de las es-
trategias cientificamente aceptadas para una agricultura
sostenible.

5. PROBLEMAS DE PRODUCCION EN
CONDICIONES DE ESTRES

La incapacidad de desplazamiento es una caracteristica
diferencial de las plantas que condiciona de forma ab-
soluta su relacion con el medio ambiente, y hace que su
desarrollo dependa de la capacidad adaptativa que pre-
senten {rente a condiciones externas variables, como
la luz, la temperatura o la disponibilidad de agua y
sales minerales (véase Capitulo 13). En consecuencia,
las variaciones ambientales producen situaciones di-
versas de estrés a las cuales se enfrentan las plantas
con mayor ¢ menor éxito seglin se lo permita la flexi-
bilidad adaptativa de su genoma,

Como se verd con mds detalle en ¢l Capitulo 30, en-
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Tejido vascular B Hifas externas Vasos del floema

Endodermis del hfmgo
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Figura 8-6. A} Las ectomicorrizas se caracterizan por el manto de hifas que el hongo produce cubriendo la raiz. El hongo se
desarrolla intercelularmente configurando la llamada red de Hartig. Sélo un 3% de las plantas superiores forma estas
micorrizas, principalmente arboles: pinos, hayas, robles, ... B} Las endomicorrizas no forman como las anteriores un manto
externo de hifas, sino que se desarrollan en el interior de la raiz, inter e intracelularmente, dando lugar a los elementos
morfolagicos tipicos de la infeccidn: vesiculas y arbusculos. Representan la mayor parte de las micorrizas, va que el 96 % de
las plantas existentes en la naturaleza las poseen. (A y B adaptados de C. Azcon de Aguilar y J. M. Barea, Biologia Vegetal,
Libros de Investigacion y Ciencia, 1988.) C) Corte lateral de una plantula de 4 cm de tamafo, de Pinus contorta, mostrando
un desarrollo espectacuiar de sus raices colonizadas por micorrizas. (Adaptado de Brock, Microbiologia.)



tre las causas mdas frecuentes de estrés en las plantas
destacan: el estrés hidrico, también tratado en el Capi-
tulo 4; las bajas temperaturas; la salinidad v la acidez de
los suelos, este Gltimo aspecto en estrecha relacion con
los metales pesados. Nosotros estudiaremos en esle
apartado, dada su importancia, la relacién existente en-
tre las condiciones de salinidad y acidez y basicidad de
los suelos con la produccion agricola.

5.1. Salinidad

La salinidad es, quizds, el problema de contaminacion
mas antiguo de los suelos agricolas. Las sales presentes
en el agua de riego se acumulan a un ritmo mas ¢ menos
acelerado y determinan Ja degradacion y la pérdida del
valor agricola de los suelos. Este problema es mas acu-
ciante en zonas aridas y semidridas. donde las precipita-
ciones son insuficientes para lavar las sales solubles
aportadas al suelo. La historia dc las grandes civiliza-
ciones es, en gran medida, 1a historia de la agricultura de
irrigacién, y ésta no puede perdurar ilimitadamente sin
un control adecuado del equilibrio entre la salinidad de
las aguas de riego, la salinidad nativa del suelo v la capa-
cidad de drenaje del mismo, para permitir que el exceso
de sales sea lixiviado de la zona radicular de los cultivos.

La salinidad de un suelo viene determinada por la
conductividad eléctrica (EC) de su fasc acuosa. Un sue-
lo agricola debe presentar un valor de EC inferior a 2
miliSiemens (mS), lo que representa un porcentaje me-
nor del 10% de la salinidad del agua del mar, valor
suficiente para que s6lo las plantas tolerantes a la salini-
dad puedan desarrollarse en estas condiciones. La utili-
zacidn de nuevas variedades y, sobre todo, de nuevas
tecnologius de riego estd permitiendo mejorar cstos ni-
veles de tolerancia.

Un problema todavia mds grave que el exceso de sa-
les es la carga de sodio (sodicidad), con cfecios directos
sobre la estructura del suelo, especialmente cuando éste
es arcilloso, lo que provoca un descenso de la permea-
bilidad y, con ello, un menor desarrollo radicular, con
los consiguientes problemas en la absorcidn de nutrien-
tes, principalmente K, Ca y P.

Por tanto, el efecto negativo de la salinidad en los
cultivos se debe a dos tipos de estrés: (1) ¢l estrés hidri-
co, al reducirse la absorcién de agua por el efeclo os-
mdtico; v (2) la toxicidad i6nica relacionada con la ex-
cesiva ahsorcion de sodio, que desencadena un desequi-
librio idnico en la planta (Fig. 8-7). En el primer caso
(1), existc una respuesta de la planta en cl sentido de
incrementar la produccion intracelular de sustancias so-
lubles, como betaina, prolina, sacarosa, manitol, glice-
rol, etc., que disminuyen el potencial hidrico intracelu-
lar y facilitan la entrada del agua; de lo contrario, no
solo ne entraria agua del medio cxterior, sino que ésta
tenderia a salir de las células radiculares, secdndose la
planta. Hortalizas, legumbres vy frutales son cultivos es-
pecialmente sensibles a la salinidad. En el segundo caso
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Figura 8-7. Respuesta del crecimiento de distintas espe-

cies de planta frente a un incremento en la salinidad y en el
potencial osmatico. |, Haldfitas. 1l, Cultivos haléfilos rela-
cionados con |, como la remolacha azucarera. l1l, Cultivos
tolerantes a la salinidad, como la cebada. IV, Especies sen-
sibles, como el guisante. (Adaptado de Marschner, 1995.)

{2). el Na puede desplazar ¢! Ca de las membranas celu-
lares, modificando la absorcién de nutrientes como el
K. Sin embargo, se ha observado que st exisle un aporte
suplementario de Ca, el proceso de captacién de K fun-
ciona bien, en detrimento del Na que compite con el K
por medio de un mecanismo de baja afinidad. Asi, pues,
la fertilizacion con Ca mejora la produccidn agricola al
incrementar la absorcidn de K y reducir el eflujo de
nitrato y fosfato e, incluso, del propio K. Recientemen-
te se ha propuesto que el efecto positivo del Ca se debe
a su capacidad para reactivar las acnaporinas, protei-
nas que forman canales de agua en las membranas y que
permiten el paso libre de agua en respuesta a cambios
de la presion osmética e hidrostdtica. Estas acuaporinas
s¢ ven rdpidamente nactivadas ante la presencia de
NaCl y aunque todavia se sabe muy poco sobre la regu-
lacién de lag mismas, se ha observado que su apertura
depende de fosforilacidn que, en tltimo término, viene
regulada por la concentracidn de Ca intracelular.

Las estrategias mds habituales que han seguido las
plantas halofilas (haldfitas) para adaptarse al crecimiento
en zonas salinas pueden resumirse en las siguientes:

@) Disminucién de la absorcion de Na*, mediante
desarrollo de transportadores muy especificos
para K,

b)  Presencia de bombas de extrusién de Na* en la
membrana plasmdtica de las células del cortex.
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El sodio serd bombeado activamente [uera de la
célula mientras que su entrada serd pasiva; es el
caso de Agropvrum junceiforme.

¢) Excrecidon de NaCl por glandulas secretoras (hi-
datodos) en las hojas, como sucede en los géne-
ros Atriplex, Tamaris, Spartina, elc.

d) Acumulacion de exceso de sodio en las vacuolas.

e) Sustitucién parcial del K™ porel Na™ en las fun-
ciones especificas del K* en el citoplasma.

Frecuentemente, las plantas silvestres adaptadas a la
salinidad poseen una o varias de estas estralcgias para
poder desarrollarse en situaciones de estrés salino. Ac-
tualmente, se conocen genes resistentes a la salinidad
en levaduras, como los genes TRK 1, que codifican un
transportador altamente selectivo de K™ frente a Na ™, y
genes ENA, que codifican una bomba de extrusion de
Na'. Se intenta conseguir plantas transgénicas que in-
corporen algunos de estos genes de levaduras que las
conviertan en plantas altamente resistentes a la salinidad.

5.2. Acidez y basicidad

La mayoria de las plantas crece en suclos que tienen un
pH variable entre 4 y 8. En los extremos de este interva-
lo se producen situaciones de estrés a las que se han
adaptado diversas especies. Los mecanismos de compe-
tencia han marcado, seguramente, la presencia de dos
tipos de plantas: hasdfilas, aquellas que viven en suelos
con valores de pH entre 8 v 9; y acidofilas, las que
viven en suelos con un pH inferior a 4.

El hecho de que exista una estrecha relacion entre
el pH bdsico y la presencia de Ca, y viceversa, hace
que se haya hablado indistintamente de plantas calci-
colas o basdfilas por un lado y calcifugas o acidofilas
por ¢l otro. Esto no siempre es correcto pues pueden
existir suelos con un pH elevado, como los suelos de
serpentina, con bajos contenidos en Ca. Si considera-
mos especificamente la presencia de calcio, en las
plantas calcifugas, tipicas de suelos pobres en Ca, la
concentracion intracelular de Ca serfa baja. Sin embar-
g0, las plantas caleicolas tolerarian altas concentracio-
nes de Ca en el suelo y, por tanto, muy probablemente
tendrian también altos requerimientos del mismo que
mantendrian en disolucién en el dmbito ntracelular
(vacuola y RE) gracias a la formacién de malato cél-
cico. Asimismo, el Ca desempefia un papel atn no bien
comprendido en la simbiosis Rhizobium-leguminosa
que favorece el desarrollo de los ndédulos radiculares.
Es probable que las caracteristicas del suelo, como la
textura del mismo, tengan una influencia mas marcada
sobre el crecimiento de las plantas que la propia con-
centracion de H™ per se, aunque el pH incide de forma
importante en la solubilidad de numerosos elementos,
que estardn o no disponibles para la planta segln el
pH del suelo. Asi, los metales como el Fe y el Cu son
menos solubles en suelos alcalinos que en suelos dci-

dos, lo que impide, por ejemplo, el desarrollo de plantas
calcifugas en suelos calcdreos, al no poder utilizar el
Fc que en esos suclos se encuentra escasamenie dispo-
nible, provocdndose severas clorosis que no manifies-
tan las plantas calcicolas. En la misma linea, ¢l anién
ortofosfato diicido (H,PO, ) se absorbe con mayor fa-
cilidad a valores de pH entre 5.5 y 6.5, mientras que
en suelos basicos se encuentra mayoritariamente como
HPO; ", que se absorbe peor.

Por otra parte, la disponibilidad de elementos noci-
vos para la planta, como el aluminio y los metales pesa-
dos, aumenta conforme disminuye el pH del suelo. En
el caso de Al, el incremento de las lluvias dcidas en
Europa Central ha determinado serios problemas de to-
xicidad por Al, al alterarse la absorcion de fésfore y
calcio por las plantas. Aunque no se CONoOCcen con exac-
titud Tos mecanismos por los que las plantas toleran los
efeclos de estos metales pesados, existen pruebas de cé-
mo resisten su presencia. Asi, algunas plantas acumulan
el metal en la pared celular, evitando de esta forma su
presencia en el interior celular. En otros casos, los me-
tales pesados son absorbidos en cantidades muy peque-
flas aunque su concentracidn externa sea muy grande.
De forma complementaria pueden existir sistemas acti-
vos de extrusion de metales. Muy a menudo se encuen-
tra una compartimentacion, siendo las vacuolas su prin-
cipal lugar de acumulacién. En combinacidén con
alguno de los citados, existe toda una serie de mecanis-
mos de formacidon de quelatos que tiene en las fitoque-
latinas su principal exponente. Las fitoquelatinas son
pequeiios péptidos ricos en cisteina: entre 2 y 8 restos
de cisteina situados en posicién central respecto a un
dcido glutdmico y una glicocola en los extremos amino
y carboxi terminales, respectivamente, Los grupos-SH
de las cisteinas constituyen los puentes por los que se
unen a los distintos metales. Las fitoquelatinas se indu-
cen en presencia de metales pesados, y su papel es simi-
lar al de las metalotioninas de los animales.

Las plantas que presentan algunos de los rasgos que
implican tolerancia a los metales pesados tienden a ser
excluidas de los suelos normales por las no tolerantes,
dado que éstas son mds vigorosas y presentan una mayor
tasa de crecimiento. Sin embargo, las especies o varieda-
des tolerantes son muy utiles al poder crecer en suelos
acidos y/o afectados por la presencia de metales pesados.

6. GENETICA Y NUTRICION

La condicién de tolerancia a un determinado estrés nu-
tricional como la salinidad, alcalinidad, niveles téxicos
o deficientes, etc., unida a los requerimientos especifi-
cos de elementos esenciales, se encuentra bajo control
genético, siendo éste uno de los campos de investiga-
cién en fisiologia vegetal que mas necesita la aporta-
cidn de las nuevas tecnologias.

Podemos trazar una divisidn entre plantas ineficien-
tes y plantas eficientes. El estudio de las plantas inefi-



cientes se basa principalmente en trabajos con mutantes
obtenidos en laboratorio. Asi, lenemos mutantes de soja
ineficientes respecto decl Fe, mutantes de maiz inefi-
cientes para el Mg y tomates respecto al B. Mutantes de
estas plantas —por cjemplo, de la soja— injertadas so-
bre raiz normal, no manifestaron los sintomas de cloro-
sis que produce la ausencia de Fe, al ser la raiz la que
regula la eficiencia en la absorcidn v utilizacion del Fe.
Por olra parte, las plantas eficientes pueden encontrarse
de forma natural en hdbitat pobres en nutrientes, o con
cantidades tdxicas de metales pesados, salinos, alcali-
nos, ele., es decir, en unas condiciones que podrian de-
terminar la muerte de otras especies e, incluso, de otras
variedades de la misma especie. Esto quicre decir que
se ha producido un mecanismo adaptativo, regulado por
ta seleccidn natural. En plantas cultivadas de valor agri-
coly, se han obtenido variedades resistentes por selec-
¢ion dirigida.

Los mecanismos propuestos para cxplicar tas varia-
ciones genéticas que justifican el comportamiento, tan-
to de las formas eficientes como de las ineficientes,
frente a un estrés nutricional se pueden agrupar en tres
grandes categorias:

a) Modificacién de la absorcion radicular, por
cambios en la morfologia de la raiz o del meca-
nismo de absorcién y transporte de iones. Asi,
por ejemnplo, en ias plantas resistentes al arsena-
to, el mecanismo de tolerancia va ligado a una
supresion del sistema de absorcion de [osfato de
alla afinidad, el cual le vale al arsenato para ser
transportado dentro de la célula. La hipdtesis
mds aceptada es que cxiste un gen supresor de la
sintesis del transportador en las especies toleran-
tes, pero es inexistente en las no tolerantes.

b) Alteracion del movimiento de los nutrientes a
traveés de las raices, de su liberacion al xilema, y
tarmbién, de la distribucién de los nutrientes en
la parte aérea. Asi, en casos de deficiencia, una
capacidad elevada de rcdistribucion desde las
hojas y partes senescentes hacia las zonas de
crecimiento de especies eficientes seria muy im-
portante para la supervivencia [rente a otras ine-
ficientes, de baja capacidad distributiva. De igual
forma, la capacidad de movilizar reservas de Ca,
P, cte., desde la vacuola hacia el citoplasma, de-
terminarfa la eficiencia de unas plantas frente a
otras en situaciones de deficiencias nutricionales.

¢} Cambios en la utilizacién de nutrientes en ¢l me-
tabolismo y en el crecimiento. Existen diferen-
cias entre especies que. sometidas a estados de
deficiencia, son capaces de realizar un metabolis-
mo normal frente a baja concentracion de nutrien-
tes. Asi sucede, por ejemplo, entre distintas varie-
dades de tomate, que pueden ofrecer cosechas
normales con concentraciones muy bajas de K.

Otra posible adaptacion es la capacidad de sustituir
un elemento por otro. Los casos mejor conocidos son la
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sustitucion de Na por K en algas halofilas, asi como las
plantas del género Astragalus, capaces de reemplazar el
azufre por selenio en los denominados selenvamino-
dcidos,

Estas potencialidades genéticas se han aprovechado
para obtener plantas de interés agricola capaces de de-
sarrollarse en zonas tanto deficientes como toéxicas en
nutrientes o metales pesados. Actualmente, frente a las
1écnicas clasicas de seleccion tradicional, se estan utili-
zando técnicas de cultivos in vitro y de ingenteria gené-
tica que nos permitirdn en un futuro muy proximo rege-
nerar suelos contaminados o con altos niveles de estrés,
gracias a la utilizacion de plantas transgénicas capaces
de desarrollarse en esas condiciones limitantes para
plantas normales.

7. NUTRICION MINERAL Y SU RELACION
CON ENFERMEDADES Y PLAGAS

La nmatricién mineral puede aumentar o disminuir 1a re-
sistencia o la tolerancia de las plantas a las plagas v
enfermedades. Mientras que la resistencia se relaciona
con la habilidad del huésped para limitar la penetracién,
el desarrollo y la reproducciéon del patégeno invasor o
para Himilar la alimentacion de las plagas, la tolerancia
se caracteriza por la habilidad de la planta huésped para
mantener su crecimiento a pesar de la infeccion o el
alaque de una plaga. Aungue la resistencia v la toleran-
cia estin controladas gendticamente, tienen una in-
fluencia considerable los factores ambientales. La nu-
tricion mineral puede considerarse un factor ambiental
que puede manipularse con relativa facilidad.

Una nutricién mineral equilibrada asegura un creci-
miento optimo de la planta y, al mismo tiempo, permite
una resistencia optima de la misma, aunque pueda ha-
ber algunas excepciones. Con respecto a la tolerancia,
hay una norma general por la gue las plantas que sufren
una deficiencia nutricional presentan una menor tole-
rancia a plagas y enfermedades. La tolerancia puede
aumentarse por el aporte del nuiriente deficitario. ya
que una planta que crece de forma mas vigorosa tiene
mayor capacidad de compensar la pérdida de foloasimi-
lados. o la disminucién de superficie foliar producida
por una infeccion,

7.1. Enfermedades fungicas, bacterianas
y viricas

Las enfermedades de las plantas pueden ser causadas
por hongos, bacterias y virus, siendo las mds importan-
tes lus fingicas. La germinacion de esporas de hongos
en la superficie de hoja o raiz se estimula por la presen-
cia de exudados. La velocidad de flujo y la composicion
de los exudados dependen de Ia concentracidn celular.
Por ejemnplo, la cancentracion de aminodcidos y azica-
res es grande en hojas con deficiencia de potasio. Tam-
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bién se acumulan aminoacidos cuando ¢l aporte de N es
excesivo. La salida de fotoasimilados al apoplasto de-
pende de la permeabilidad de la membrana plasmatica,
y puede aumentar en condiciones de deficiencia de Cay
B, que aumentan la permeabilidad de la membrana, y
con la deficiencia de K, que desacopla la sintesis de
polimeros.

.a mayoria de los parasitos solo tiene acceso a las
células epidérmicas, que poseen un alto contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides (véase Capiwlo
1'7), que se caracterizan por sus propicdades fungistati-
cas. El metabolismo de compuestos fendlicos estd rela-
cionado, entre otros, con el Cu y el B. La invasion del
apoplasto por hongos, y también por bacterias, tiene
gue ver con la emision de enzimas pectoliticas que di-
suclven la ldmina media de la pared celular (Fig. 8-8).
La actividad de estas enzimas estd fuertemente inhibida
por el catién Ca’*. No obstante, las enzimas pécticas u
otras toxinas fingicas también pueden aumentar la per-
meabilidad de la membrana, y provecar asi la salida de
K* ode H* que, a su vez, pueden desencadenar reac-
ciones dc htpersensibilidad como necrosis localizadas.

Otro mecanismo de defensa, como parte de la res-
puesta a la infeccidn, es la produccién de radicules su-
perdxido, que contribuiran a la respucsta de hipersensi-
bilidad, a la lignificacidén de la pared celular o a la
muerte del patégeno. Dado el papel de Cu, Zn, Mn y Fe
cn la generacidn y destruccion de los radicales superd-
xido, estos nutrientes, como constituyentes de las su-
peroxido dismutasas (SOD), estardn relacionados con
la resistencia de la planta en los supuestos planteados.

La lignificacién y la acumulacion y depédsito de silice
en las c€lulas epidérmicas pueden formar una barrera
fisica frente a la penetracion de las hifas (Fig. 8-8). Es-
tos procesos, relacionados con la nutricion mineral,
procuran la principal resistencia estructural de las plan-
tas frente a las plagas y enfermedadcs, sobre todo en las
aramineas y en la endodermis de la raiz.

El N y el K afectan a la resistencia de los cultivos a
las enfermedades y tienen mucha importancia como
fertilizantes. Asi como ¢l K, al aumentar su nivel en
hoja. aumenta la resistencia de la planta trente a pardsi-
tos tanto facultativos (Fusarium) como obligatorios
(Puccinia), el N presenta respuestas diferentes: en pard-
sitos [acultativos, el incremento de N aumenta la resis-
tencia, mientras que en obligatorios ¢l mayor aporte de
N disminuye la resistencia (Cuadro 8-3). La planta defi-
ciente en N es la mds resistente a los pardsitos obligato-
rios, ya que éstos sc nutren de los asimilados de células
vivas, mientras que los facultativos, que son semisapro-
fitos, prefieren tejidos senescentes. Por tanto, todo lo
que apoya la actividad metabdlica de la célula huésped
y retrasa la senescencia de la planta aumenta la resisten-
cia o tolerancia a los pardsitos facultativos.

Los cultivos con deficiencia de K son muy sensibles
a los ataques fingicos. La aplicacion de fertilizantes
potdsicos a estos cultivos disminuye dristicamente la
incidencia de ambos tipos de parasito, obligatorio y fa-

cultativo. En plantas deficientes en K, la sintesis de
compueslos de alto peso molecular (proteinas, almidén
y celulosa) se desacopla, con lo que se acumulan com-
puestos de bajo peso molecular que favorecen la inva-
sion y ¢l crecimiento de los hongos. Una aplicacion de
K por encima del nivel dptimeo no producc una mayor
resistencia de la planta frente a las enfermedades y pue-
de, por el contrario, crear competencia con el calcio o el
magnesio y provocar alteraciones fisiologicas que con-
duzcan a una mayor susceptibilidad de la planta,

El contenido de Ca en los tejidos afecta a la inciden-
cia de parasitos cn dos formas: a) el Ca es esencial para
la estabilidad de las biomembranas; cuando la concen-
tracion de Ca s baja, s¢ lavorece la salida de compuces-
tos de bajo peso molecular, como azicares, al apoplasto
y b) sc necesitan pohigalacturonatos de calcio para esta-
bilizar la ldmina media de la parcd celular (Fig. '8-8).
Muchos hongos y bacterias invaden los tejidos median-
te la produccion de enzimas pectoliticas tipo poligalac-
turonasas, que disuclven la fdmina media. El Ca inhibe
drasticamente la actividad de estas enzimas. Los tejidos
vegetales bajos en Ca, respecto de los normales en Ca,
son mds susceptibles a las enfermedades parasitarias
también durante ¢l almacenado. Esto es muy importan-
tc para los frutos carnosos frente a las distintas podre-
dumbres. Un remedio eficaz cs dar a los frutos un trata-
miento de calcio antes del almacenado.

Hay numerosas referencias de los efectos de los mi-
cronutrientes sobre las enfermedades parasitarias de las
plantas. De los mecanismos de defensa propuestos, cl
del metabolismo de fenoles y la sintesis de lignina es el
mejor conocido en relacidn, al menos, conel B.el Mny
el Cu. El cobre ha sido y cs uiilizado ampliamente
como fungicida, en unas dosis 100 veces superiores d
las que requiere la planta como nutrientc.

7.2. Plagas

Las plagas son animales (inscctos, ardcnidos, nemato-
dos, ctc.) que, al contrario que las bacterias y los hon-
gos, tienen sisternas digestivo y excretor, y su dicta cs
menos especifica. Factores como el color de las hojas
pueden ser importantes para el reconocimicnto u orien-
tacion de la plaga. Los mecanismos de resistencia de las
plantas son: a) fisicos, como el color, propiedades de
superlicic, o pclos; b) mecanicos, como la fibra o la
silice y, ¢) quimicos o bioguimicos, como ¢l contenido
de estimulantes, toxinas o repelentes.

En general, las plantas jdvenes o de crecimiento rapi-
do tienen mayor probabilidad de ser atacadas por las
plagas que las plantas viejas o de crecimiento lento. Por
tanto, s¢ encuentran buenas correlaciones entre la apli-
cacién de N y el ataque de plagas. Sin ecmbargo, los
cultivos suficientes en K sufren menes ataques que los
deficientes en K. El contcnido en aminodcidos es mas
importante que el de azdcares frente a los insectos chu-
padores. Un incremento del contenido de aminodcidos
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Figura 8-8. Esquema de la penetracién de una hifa fungica desde la superficie foliar hacia las células epidérmicas
(apoplasto} v algunos de los factores gue afectan al crecimiento del hongo y que estan relacionados con la nutricion
rmineral. [Adaptado de Marschner, 1995.)

es tipico de un aporte alto de N o de una anomalia en la
sintesis de proteias, como la debida a ciertas deficien-
cias de K, S o Zn. Cualquier alteracion nutricional que
disminuya la presencia de K o produzca directamente el
incremento de aminodcidos. disminuird la resistencia
del cultivo a las plagas. Las relaciones planta-plaga son
complejas y las observaciones de un caso no se pucden
extrapolar para otras plantas y otros ecosistemas. Asf,
se ha descrito que aportes elevados de N no aumenta-
ban la susceptibilidad de pinos al ataque de insectos
herbivoros, posiblemente debido a que ¢l aporte de N
no sélo aumentaba el N de la planta, sino que también
aumentaba el contenido de diterpenoides, que actlian
como aleloguimicos (compuestos del metabolismo sc-
cundario que interaccionan con otros organismos) (véa-
se Capitulo 17). Las células epidérmicas que contienen
depositos de silice actian como una barrera mecdnica
frente a insectos mordedores y chupadores. Los rocia-
dos foliares con compuestos de silicio reducen la inci-
dencia de los ataques, por ejempla, de afidos.

Cabe rccordar que los insectos actian como vectores
de virosis, lo que supone una amenaza afiadida a la de

una plaga de insectos chupadores. En muchas ocasio-
nes, el estado nutricional de la planta va & influir indi-
rectamente en la enfermedad virica a través de los vec-
tores, que son hongos o insectos, sobre todo afidos,
responsables del 60 % de las virosis.

7.3. Aplicacion de fertilizantes y su relacioén
con plagas y enfermedades

La adicién dc fertilizantes en condiciones de campo
afecta a las plagas v enfermedadcs directamente. a tra-
vés del estado nutritivo de la planta, e indircctamente,
por producir alleraciones, por ejemplo, en la recepeion
de la luz y en la humedad del cultivo. Ademis, la época
de aplicacién (calendario de fertilizacién) v el tipo de
compuesto empleado son factores importantes, funda-
mentalmente para el N. En la mayoria de los casos, el
abonado nitrogenado sc afiade en dos fracciones, ¢n
otofio y en primavera. Asi, el nitrégeno aplicado a ce-
reales en zonas de clima templado al comienzo del ciclo
de cultivo, normalmente en otofno (abonado de semen-

Cuadro 8-3. Efectos de la concentracion de nitrégeno y potasio sobre el grado de pato-
genicidad de parésitos en diversos cultivos

Nivel de N Nivel de K
Patégeno/Enfermedades Bajo Alto Bajo Alto
Pardsitos obligatorios
Puccinia ssp./roya + + 4+ + + + + +
Ervsiphe graminis/milden + 4+ + 4+ 4+ + +
Pardsitos facultativos
Alternaria ssp./moteado de hoja + 4 + + ++ 4+ + +
Fusarium oxvsporum/podredumbre y
marchitamiento + 4+ + + L4+ + + +
Xanthomonas ssp./moteado y marchitamiento ++ + + 4+ + + + +

Dilerente intensidad ( + — ++ 1 + ).
Adaptado de Marschoer. 1995,
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tera), favorece el ahijado y el desarrollo del aparato ve-
getativo, lo que a su vez favorece la incidencia de enfer-
medades, sobre todo de ataques fingicos. En estos su-
puestos se requiere el uso de productos quimicos para el
control de plagas y enfermedades para proteger ¢l culti-
vo y obtener una cosecha rentable. La aplicacién del
abonado nitrogenado en primavera (abonado de cober-
tera}, cuando la planta esta tormada, permite una mejor
utilizacion del fertilizante y disminuye la aparicién de
enfermedades, con lo que la necesidad de productos
plaguicidas disminuye respecto al abonado de semente-
ra en otofio. La aplicacién de plaguicidas recupera las
cosechas de los cultivos fertilizados con nitrégeno.

Por otra parte, la forma del N aplicado al suelo puede
tener implicaciones en los patdgenos de la parte adrea
de la planta. Asi, la solubilidad de la silice depende de
varios factores, v aumenta conforme disminuye el pH
del suelo. En consecuencia, el contenido de silice de la
planta no solo depende de la fertilizacion silicea, sino
también de la forma de fertilizante nitrogenado afadi-
do. El sulfato de amonio acidifica el suelo, mientras que
el nitrato célcico lo alcaliniza. Por tanto, la aplicactén
de fertilizantes minerales puede sustituir, ¢ al menos
reducir, la demanda de plaguicidas.

RESUMEN

El presente capitulo estudia la refacidn exisiente entre
los contenidos en la planta de los diferentes elementos
esenciales descritos en ¢l Capitulo 6 y la produccién
vegetal. Establecer la concentracién de nutrientes ade-
cuada para conseguir cosechas excelentes en calidad v
cantidad es un apartado clave e imprescindible para po-
der realizar un diagnéstico que refleje ¢l estado nutri-
cional de un cultivo y formular la recomendacion de
abonado correspondiente. La eleccion del tejido o ma-
terial adecuado asf como las condiciones de la toma de
muestra y la representatividad de ésta son tratadas de
forma exhaustiva, dada la importancia del tema. De
igual forma, la existencia prioritaria de monocultivos
en la agricultura moderna obliga a contemplar aspectos
como fertilizantes, quelatos y enfermedades y plagas
mas habituales en los cultivos.

Por otra parte, el impacto ambiental negativo que se
esta produciendo por el uso abusivo de productos qui-
micos en la agricultura obliga a presentar nuevas técni-
cas de produccién mas respetuosas con el medio am-
biente, como son la fertirrigacion, muy adecuada para
la produccién de hortalizas y de plantas ornamentales.
Asimismo, estudiamos las bases cientificas para una
agriculiura sostenible, donde destacamos la fijacion
bioldgica del nitrégeno y las micorrizas.

Por dltimo, estudiamos también la produccidn en
condiciones de estrés (salinidad y metales pesados), es-
trechamente relacionada con el uso agricola e indus-
trial, asi como la incidencia que la dotacidn génica tiene
sobre todos estos agentes.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Senale los principales factores que afectan al contenido
mineral de un tejido vegetal.

2. En funcion de qué factor se presentan los sintomas vi-
sibles de deficiencia en hojus de distinta edad?

3. Defina nivel critico e intervalo de suficiencia de un nu-
tricnte. ;Qué elemento presenta el intervalo de suficien-
cia mds amplio?

4. Indique las caracteristicas del andlisis de savia y los in-
convenientes de las medidas enziméticas para una reco-
mendacién de abonado.

5. Defina quelato, sefalando sus principales propiedades.

6. Qué formas se conocen de simbiosis en la fijacidn bio-
16gica del nitrégeno? ;Qué dilerencias esenciales pre-
sentan?

7. Defina micorrizas y explique los dos tipos de micorrizas
més habituales. ’

8. Qué dos tipos de estrés produce la salinidad?

9. ;Qué relacion existe entre la toxicidad de los metales
pesados y el pH de los suclos?

10. Delina plantas resistentes y tolerantes a las enfermeda-
des.
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LA LUZ Y EL APARATO FOTOSINTETICO

Javier De Las Rivas

1. Luz y fotosintesis. 2. Energia luminosa y pigmentos. 3. Estructuracion del aparato fotosintético vegetal. 4. Elementos del
aparato fotosintético en los tilacoides. 5. Genética y origen del aparato fotosintético vegetal.

1. LUZ Y FOTOSINTESIS

1.1. La luz solar es la fuente principal
de energia para la biosfera

La luz es la fuente primaria de energia para la vida so-
bre la Tierra. La biosfera en la que vivimos es un siste-
ma cerrado y en equilibrio dindmico constante. Ser sis-
tema cerrado significa termodindmicamente gue no
intercambia materia con el exterior, pero si recibe ener-
gia. Esta energia «extraterrestre» es esencial para la di-
nimica tanto geoldgica como bioldgica de este planeta,
que alberga algo tan genuino como es la vida. El Sol es
el astro del que recibimos practicamente a totalidad de
esa energia «extraterrestre». La radiacion solar que lle-
ga a la Tierra abarca una amplia franja del espectro ra-
diativo electromagnético y, dentro de ella, una parte
significativa (aproximadamente un 40 9%) es la radia-
cion luminosa, normalmente llamada luz.

Se puede comprobar la fuerza de la luz solar compa-
rando su intensidad con la intensidad de una luz artifi-
cial. Por ejemplo, un dia de sol proporciona al aire libre
unos 2000 pmol de fotones de luz por metro cuadrado
por segundo (2000 umol - m~2 - s~ ', en potencia unos
1000 W - m™?%). Por contraste, una ladmpara con una
bombilla de 100 vatios situada a un metro de una mesa
de un metro cuadrado nos proporcigna uneos 20 ymoles
de fotones por segundo (20 pmol-m~™2:s7% 10
W - m~* de luz). La distancia hasta el Sol son muchos
miles de millones de metros, pero su luz es 100 veces
mds intensa que la de la ldmpara.

La Figura 9-1 presenta desglosados los valores de in-
tensidad y la proporcion de los distintos componentes
de la radiacidn solar: radiacién gamma (), ultravioleta
(UV), luminosa (VIS) e infrarroja (IR, calor).

El total de energia radiante solar que alcanza nuestro

planeta es enorme. Esta energia es considerada una
constante (llamada constante solar) y se suele expresar
como energia recibida por unidad de tiempo y por uni-
dad de arca perpendicular a la radiacion. Se puede esti- .
mar que la energia total que llega a la superficie de la
Tierra en un dia (8 horas de radiacién en toda su superfi-
cie) es equivalente a la energia contenida en 300 000 mi-
llones de toneladas de carbén, es decir, unos 100 000 000
millones en un aio. El consumo energético mundial
anual equivale a unos 10 000 millones de toneladas de
carbén, es decir, es inferior en cuatro 6rdenes de magni-
tud ( x 10*) a la energia que nos llega del Sol.

1.2. La luz es un conjunto de ondas
electromagnéticas que vemos y que
comprende longitudes de onda de 400
a 700 nm

El espectro electromagnético estd constituido por ondas
clectromagnéticas de distinta frecuencia, v (o longitud
de onda, A = 1/v), abarcando desde las ondas de mayor
longitud y menor energia, como las ondas de radio y
televisién, hasta las ondas de menor longitud y mayor
encrgia, como los rayos gamma (véase Fig. 9-2). La
radiacién luminosa ocupa una pequefia franja del es-
pectro, gue va desde los 400 a los 700 nm, y se sitda
entre las radiaciones ultravioletas (UV) y las infrarro-
jas (IR), y constituye la llamada radiacién fotosinté-
ticamente activa (PAR).

La radiacidén luminosa lambién sc llama radiacion vi-
sible (VIS) porque el ojo hamano es un érgano sensible
foto-detector que nos permite ver esa radiacién. La luz
blanca estd constituida por la conjuncidn de todas las
radiaciones luminosas de distinto color: luz violeta,
azul, verde, amarilla, naranja v roja (véase Fig. 9-2). La
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Valores de intensidad {(en W - m 2} y propor-
cion relativa (en %) de los principales componentes de la
radiacion electromagnética solar que llega a la Tierra: ra-
diacion gamma, ultravioleta {UV), luminosa {luz} e infrarro-
ja {calor).

Figura 9-1.

luz blanca se puede descomponer en todo el arco cro-
mético de luces de color por difraccion a través de un
prisma cristalino. Un compuesto o sustancia con color
absorbe la luz del color complementario a la luz del
color que muestra, es decir, ese compuesto es del color
de la luz no absorbida, que es la que vemos reflejada o
transmitida.

1.3. Las plantas son organismos autotrofos
fotosintéticos

Mediante un tinico y complejo proceso fisioldgico de-
nominado fotosintesis, determinados organismos vivos

autotrofos, también llamados fotoergdnicos o fotosinté-
ticos, son capaces de absorber y utilizar la energ{a lumi-
nosd. Cualquier fuente de luz visible {por ejemplo, una
lampara incandescente o fluorescente) sirve a los orga-
nismos totosintéticos para hacer fotosintesis. Por ello,
no hay nada especifico o misterioso en gque el Sol los
haga crecer. Simplemente usan su luz; si bien, la luz
solar tiene una intensidad y un espectro dificiles de al-
canzar o imilar con iluminacion artificial.

Entre los organismos totosintéticos, los vegetales son
¢l grupo principal v mas abundante. Por ello, la {otosin-
tesis es un proceso distintivo del reino vegetal, que de-
termina en buena parte los rasgos caracteristicos de la
estructura y la fisiologia de las plantas. El tipo de foto-
sintesis que realizan los vegetales se caracteriza por la
formacion de oxigeno (O,) como subproducto despren-
dido a la atméstera. Este tipo de fotosintesis se denomi-
na fotosintesis oxigénica y no estd restringido a las
plantas superiores, pues ocurre también en algas v en
organismos procariotas como las cianobacterias. Existe
también la modalidad de fotosintesis anoxigénica, que
realizan ciertas bacterias que viven en condiciones
anacrobias.

La similitud de los procesos fotosintéticos funda-
mentales es baslante grande entre ambas modaiidades
de fotosintesis. Por el cardcter de este libro, en la expo-
sicidn de la fotosintesis nos referiremos exclusivamente
a la oxigénica.

Al observar la organizacion global de los seres vivos
en la biosfera, se comprueba que el origen y el desarro-
llo de los sistemnas biolégicos se sustentan en la existen-
cia de los mencionados organismos autétrofos fotosin-
télicos, los dnicos que asimilan la energia radiante
solar. Por esta capacidad, los vegetales y sus antepasa-
dos en la evolucidn son los que han fundamentado y
permitido ¢l desarrollo de otras formas de vida no auté-
trofas.

Los mas antiguos restos de vida encontrados en la
Tierra corresponden precisamente a antcpasados de cia-
nobacterias, que son organismos procariotas fotosintéti-
cos. Estudios zooldgicos y ecoldgicos muestran que
practicamente toda cadena tréfica se sustenta en siste-
mas vegetales como uno de sus pilares.

Los organismos fotosintéticos transforman en bioma-
sa la energia solar que absorben y asimilan. Anualmen-
te, en la Tietra se almacena, por fotosintesis, el equiva-
lente energético a 80000 millones de toneladas de
carbon, lo cual corresponde a la asimilacion de unas
10'? toneladas de carbono de azicares y otras fuentes
de materia organica. De la biomasa vegetal, aproxima-
damente la mitad es sintetizada por el ecosistema te-
rrestre {cultivos agricelas, bosques, sabanas y matorra-
les), mientras que la otra mitad es producida en
las capas superiores de lagos y océanos por los ecosiste-
mas dcudticos (fitoplancton y macrdfitas). La energia
acumulada en esta biomasa es luege distribuida, mas
o menos directamente, al resto de los organismos
vivos.
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Figura 9-2. Espectro de ondas electromagnéticas indicando la escala de longitud de onda. La radiacion luminosa ocupa una
pequena franja del espectro, que va desde los 400 a los 700 nm, y se sitta entre las radiaciones ultravioleta (UV) e infrarroja (IR).

1.4. La fotosintesis es un proceso biolagico
de foto-absorcion y foto-asimilacién
donde se distinguen dos fases

La fotosintesis ¢s un proceso bioldgico complejo en el
que pueden distinguirse dos fases bien diferenciadas,
una primera de absorcidn y conversion de energia y otra
segunda de toma y asimilacion de elementos constituti-
vos de la materia orgdnica (C, H, O. N, S, etc.). La ener-
gfa luminosa es absorbida por biomoléculas fotosen-
sibles y transtormada en una forma de energia bioqui-
mica estable. Los elementos constitutivos son tomados
de fuentes minerales inorgdnicas (agua, H,O; didxido
de carbono, CO,; nitratos, NO; : sulfatos, SO, . etc.) ¢
incorporados en biomoléculas orgdnicas metaboliza-
bles (véase Capitulo 6). Ambas fases, la toma de cner-
gia y la toma de clementos, estan perfectamente coordi-
nadas e interrelacionadas. Clasicamenle, estas fases se
llamaron fase luminosa y fase oscura; pero esta nomen-
clatura puede inducir a error, ya que actualmente sabe-
mos que la luz es un factor esencial en toda la fotosinte-
sis como elemento de regulacién y control de ambas
fases. Asi se puede decir que existe una foto-absorcion
de energia y una foto-asimilacion de los clementos
esenciales.

La primera fase es un proceso de conversion de ener-
gia luminosa en energia electroquimica. Se inicia con la
absorcidn de la luz por ciertos complejos pigmento-pro-
teina denominados antenas. «cosechadores» de luz

(LHC, Light Harvesting Complexes), v la posterior ca-
nalizacion de la energia de los fotones hacia los centros
de reaccion dc los {otosistemas, donde la energia se
transforma en una corriente de electrones entre molécu-
fas Oxido-reductoras. Las reacciones de 6xido-reduc-
cion producen, en titimo término, dos biomoléculas es-
tables (NADPH y ATP) que se van acumulando. Estas
biomoléculas son dtiles como fuente de «energia asimi-
ladora», ya que proporcionan poder de reduccion (el
NADPH) y poder de enlace (el ATP} necesarios para
la siguiente fase.

En la segunda tase de la fotosintesis. se sucede toda
una scrie de reacciones de asimilacion de elementos ne-
cesarios para la construccion biomolecular: C, H, O, N,
S, cte. El clemento csencial y mayoritario en la materia
orgdnica es el carbono. El carbono. en la fotosintesis, es
tomado del diéxido de carbono (CO,) del aire. El pro-
ceso de fijacion y asimilacion lotosintética del carbono
se estudia en los Capitulos [ y [2.

1.5. Las reacciones fotosintéticas pueden
expresarse en una ecuacion global que
incluye los componentes esenciales

del proceso

Le ecuacion global de la fotosintesis es:

nH,0 + n CO, —{+luz)—» n O, + (CH,O),
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Esta ecuacion corresponde a la fotosintesis que he-
mos denominado oxigénica, en la que el oxigeno es el
producto final, desprendido y liberado a la atmdsfera v
ttil para el proceso bioldgico de la respiracidn (véase
Capitulo 14). En esta ecuacién, (CH,0), representa un
azucar como producto final fotosintetizado, Hamado
genéricamente fotosintato o fotoasimilado. Aricarcs
fotosintetizados muy frecuentes son los monosacaridos
glucosa y fructosa, el disacdrido sacarosa. o el polisacé-
rido almidén. Si consideramos el caso mds sencillo de
sintesis de un monosacdrido, tenemos la ecuacién:

6 H,O + 6 CO, —(+1uz)— 6 O, + (CH,0),

Esta ecuacién es endergdnica, es decir, necesita un
aporte de encrgfa libre (-AG) para moverse en el senti-
do indicado por la tlecha. Esta energia es aportada por
Ia luz absorbida fotosintéticamente.

Desde el punto de vista histdrico la ecuacion fue pri-
meramente descrita por el ginebrino Theodore de Saus-
sure que descubrid el papel del H,O en la fotosintesis
vegetal y completd la reaccidn en torno a 1804 tomando
los datos de varios bioquimicos vanguardistas de su
época: cl también ginebrino Jean Senebier que habia
indicado que ¢l «aire fijado» —es decir, el CO,~ se
incorporaba a la fotosintesis; el holandés Jan fngen-
Housz, que habia descubierto la accién de la luz solar
en el proceso; y el inglés Joseph Priestley. que ya en
1771 habia comprobado la produccién de un «nuevo
gas» —el oxigeno (O,)— por las plantas, que eran ca-
paces de «renovar» el «aire viciado» causade por la
combustiéon de una vela v no respirable por un ratén.

Un andlisis mas profundo del proceso fotosintético
no llego hasta nuestro siglo. En los afios treinta, la ecua-
ci6n bdsica global se reestudia y se desglosa en dos par-
tes perfectamente diferenciables. Asi, en 1931, Corne-
fis van Niel realizé cstudios comparativos de
fotosintesis de plantas verdes frente a fotosintesis de
bacterias sulfurcas, y escribid las ecuaciones globales
de ambos procesos:

H,0 + CO, —(+luz)~> O, + (CH,0)
H,S + CO, —(+1luz)—> 2 S + (CH,0)

A la vista de estas ecuaciones, considerd que el azu-
fre formado por las bacterias era andlogo al oxigeno
producido por las plantas, y de modo mas general, po-
dia escribir y proponer la ecuacién:

H,D + CO, —{ +luz)— 2 D + (CH,0)

Donde H,D es una molécula reducida dadora de hi-
drégeno. De este modo, podia formularse la folosintesis
en las plantas como una reaccién en la que el CO, fuera
reducido por el hidrogeno procedente del agua. La libe-
racién de oxigeno seria, entonces, consecuencia nece-
saria del proceso de deshidrogenacién del agua. Lo

esencial de este aspecto de la fotosintesis es que la mo-
Iécula de agua es escindida por la luz.

En 1939, Robert Hill descubrié que cloroplastos ais-
tados de hojas son capaces de producir oxigeno al ser
iluminados en presencia de un adecuado compuesto
quimico aceptor artilicial de electrones, tal como el fe-
rricianuro. La reaccion produce la reduccién del ferri-
cianure a ferrocianuro. Con esta comprobacién, Hill
formuld la ecuacién:

2H, —(+luz)» O, +4H +4e

La ecuacidon de Hill fracciona la fotosintesis en dos
fases al mostrar que {a liberacion de oxigeno puede rea-
lizarse sin reduccion del CO,. También confirma que
todo el oxigeno producido procede del agua y no del
CO,. La reaccidn de Hill puso de manifiesto que el he-
cho primario en la fotosintesis es la transferencia, acti-
vada por la luz, de electroncs y protones de una sustan-
¢ia a otra en contra de un gradiente de potencial redox
quimico, es decir, en direccién termodinigmicamente
desfavorable. Electrones mas protones equivalen a dto-
mos de hidrogeno (H=H™" +e ) que es lo que aporta el
agua, H,O.

Finalmente, se puede escribir una reaccidn global in-
tegradora de toda la fotosintesis vegetal haciendo refe-
rencia de modo general a su segunda fase, en la cual se
lleva a cabo la asimilacién de los distintos clementos a
partir de fuentes inorgdnicas (CO,, NOJ, SO )

2 H,0 + AO —(+1luz)» O, + (AH, + H,0).

La molécula AO incluye el elemento (A = C. N, §)
aceptor final de electrones y protones que es reducido
parcialmente, como cn cl caso del carbono en un azicar
(CH,0),. o totalmente, como en ¢l caso del nitrdgeno
en NH,; o del azufre en SH,. Como se ve, el oxigeno,
O, procede también principalmente de las fuentes inor-
gdnicas citadas.

En los Capitulos 9 v 10 se estudia la primera [ase del
proceso fotosintético. En los Capitulos 11 al 13 se estu-
dia todo lo referente a la segunda fasc [otosintética de
asimilacion de carbono, nitrégeno y azufre que consti-
tuye parte esencial del anabolismo lotosintético vegetal
(véase también Capitulos 16 y 17).

2. ENERGIA LUMINOSA Y PIGMENTOS

2.1. La energia luminosa se mide y expresa
cuantitativamente en unidades de luz:
fotones

En 1900, Max Planck enuncié la teoria por la que toda
transferencia de energia radiante de un objeto a otro im-
plicaba unidades «discretas» de energia a las que llamd
cuantos. Las ondas electromagnéticas son radiaciones
¥, por tanto, se transmiten de manera cudntica, en uni-
dades discretas. La teorfa cudntica de Planck se expresa
matemélicamente como E=h . v, siendo E la energia de



una unidad o particula cudntica de radiacion, v la fre-
cuencia de la radiacidén (es decir, ¢l ntimero de ondas
transmitido por unidad de tiempo) y h una constante
(constante de Planck de valor h = 6.6262 x 107
J - s). La frecuencia de una radiacidén corresponde tam-
bién a la velocidad de dicha radiacién dividida por la
longitud de onda, es decir, v = ¢/.. La velocidad de
todas las radiaciones electromagnéticas, ¢, ¢s la misma,
es decir, es una constan(e (¢ = 2.9979 x (¥ m s "),
De este modo, la energia de una radiacién se puede
también expresar como: E =h - ¢/s.

La luz, como el resto de las radiacioncs electromag-
néticas, estd compuesta de paquetes elementales de
energia denominados fotones, de modo que un fotén
individual interacciona con [(es absorbido o emitido
por) una molécula, y no se puede dar absorcion o emi-
sion de fracciones de fotones. Aungue nos referiremos
s0lo a moléculas, casi todo lo que digamos serd aplica-
ble también a agrupaciones atémicas o moleculares que
funcionen como una unidad.

Si se pretende que la cnergia de un fotén pueda ser
utilizada para impulsar una transformacion fisica o qui-
mica, lo primero que hay que conscguir es hacerlo inter-
actuar con una molécula que lo absorba. Logicamente,
en el momento de ser absorbido, el fotén deja de ser
fotén y su energia se suma a la que ya tienc la molécula.
Este exceso de energia localizado cn la molécula tras la
absorcion s¢ denomina energia de excitacidn o, mds
brevemente, exciton,

Cada fotén de luz tiene una energia propia, que co-
rresponde a su longitud de onda especifica y que puede
ser calculada a partir de la ecuacién de Planck, segiin la
expresion antes descrita: E = h - ¢/4. En el Cuadro 9-1
se presenta el cileulo de Ia encrgia de la luz de varias
longitudes de onda dentro del arco cromatico, entre 700
y 400 nm. También, se incluye para tustracion un
cilculo de la energfa de una radiacion mds larga, infra-
rroja (IR), ¥ de otras dos cortas. ultravioletas (UV). La
energia de un fotén es muy pequefia v, por cllo, a menu-
do, en vez de expresarse en julios (1), se puede expresar
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en electrones voltio (eV), que es una unidad de energfa
mis pequefia, definida como la energia adquirida por
un electrén (unidad de carga elemental) cuando se mue-
ve a través de un potencial de | voltio: ] eV = 1.6022 x
1077 J. De este modo, un fotén rojo de 700 nm tiene
una energia de 1.77 eV.

2.2, El espectro de absorcion de una moiécula
indica el tipo de fotones que absorbe,
y el tipo de transiciones energéticas
que sufre depende de su estructura
electronica

El resultado de la absorcion (A) de un fotén por vna
molécula supone la transicidon desde su estado funda-
mental {S;) de minima cnergia, a uno de sus estados
excitados (S,. S,, etc). de mayor contenido energérico
(Fig. 9-3A). Los estados electrénicos S son de tipo sin-
glete (S}, es decir, constan de dos electrones de espin
opuegsto. La transicidn que resulta dtil para promover
transformaciones quimicas, si s¢ trata ranto de fotosin-
tests como de un sistema no bielogico, es un cambio en
la contiguracion de los electrones de valencia, es decir,
los que ocupan los orbitales mds externos, ya que esos
electrones son los que intervienen cn el establecimiento
de enlaces quimicos. En la transicidn, el electron perle-
neciente al orbital periférico pasa a uno de los orbitaies
desocupados de mayor cnergia y el salto energético en-
tre orbitales es idéntico a la cantidad de energia del fo-
ton absorbido (Fig. 9-3A).

El estado excitado que resulta de la absorcidn de un
fotén es muy inestable, por lo que la molécula excitada
tiene una marcada tendencia a ceder el exceso de ener-
gia y volver al estado fundamental. Existen varias rutas
o formas de llevar a cabo esta relajacion o desexcita-
cidn. Una descripcion esquemadtica de tales rutas apare-
ce en la Fig, 9-3A. La vuelta directa al estado funda-
mental, con la emision de un fotén idéntico al
absorbido. es muy improbable. Lo normal es primero,

Cuadro 9-1, Color, frecuencia, longitud de onda y energia de los fotones de radiacion visible, infrarroja vy
ultravioleta
Energia J
Frecuencia Longitud de onda
Color vox 107 ¥ h A (nm) i (eV - fotdn ¥ T (kJ - mol fotones %)

Infrarrojo 0.300 100G 1.24 120
Rojo 0.428 700 1.77 171
Naranja 0.484 620 2.00 193
Amarillo 0.517 580 2.14 206
Verde 0.566 530 234 226
Azul 0.638 470 2.64 255
Violeta (1.749 400 3.10 299
UV cercano 1.000 300 4.14 399
UV lejano L 1.500 200 6.21 599

|
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Figura 9-3. A) Representacidn del estado fundamental, de minima energia (S;), de un par de electrones periféricos de una
molecula y de dos estados excitados consecutivos (S,, S,), de mayor contenido energético. Todos ellos son formas singlete,
frente a la forma triplete {T,} en la cual los electrones tienen el mismo espin. Las transiciones que suceden (A, RV, CI, FL, IS,
FO, TE) son explicadas en el texto. B) Espectro de absorcion de las clorofilas a y b indicando la longitud de onda del pico
maximo en el rojo (660 y 643 nm). Cada espectro presenta 4 bandas principales citadas en el texto {Qy, Qx, Bx, By}. C)
Estructura molecular de la clorofila a indicando en el anillo porfirinico los ejes X e Y gue corresponden a las bandas de
absorcion. Los dobles enlaces conjugados del anillo porfirinico no se muestran en esta figura (véase también Fig. 9-4}.

una relajacién de la vibracién dentro del mismo estado
clectrénico que supone pérdida de cnergia en forma de
calor (energfa no radiante) (RV). También se puede dar
rclajucion mediante saltos descendentes cortos entre es-
tados electronicos préaximos, seltando de nuevo encrgia
en forma no radiante, en pequefios paqueles, a grupos
atdmicos de la misma molécuta o de moléculas adya-
centes (conversion interna, CI). Alguno de los saltos
puede ocurrir entre estados suficientemente separados,
y la cnergia cedida pucde entonces ser emitida en forma
radiante como fotdn visible, siempre de menor encrgia
que ¢l que causo la formacion del estado excitado (pro-
ceso llamado fluorescencia, FL). Las clorofilas son
moléculas que ficilmente pierden su energfa de excita-
cién por esta via, emitiendo luz tluorescente roja de
longitud de onda normalmente mayor de 660 nm.

La relajacion puede también transcurrir por vias indi-
rectas, como la que supone una inversién del espin del

electrén excitado, originando un cstado triplete {T) que
tiene dos electrones con el mismo espin. E] triplete pre-
senta normalmente un nivel de energia menor v el paso
de configuracion singlete (S) a triplete (T) conlleva el
llamado cruce intersistemas (IS). La relajacion de vuel-
ta desde el triplete al cstado basal singlete puede suce-
der con cmisién de nuevo de una energia radiante, es
decir, de un fotén visibie (este proceso que emite luz se
ltama fosforescencia, FO). La vuelta de triplete a sin-
glete también se puede dar de modo no radiante, por
simple conversidn interna. En general, estas conversio-
nes son poco frecuentes debido a su complejidad, ya
que tienen (ue suceder dos cambios de configuracion
electrénica.

Finalmente, la relajacion, tanto desde la forma sin-
glete excitada (S1} como desde la forma triplete excita-
da (T1), pucde darse por la cesion o transferencia de la
cnergia de excitacidn a otra molécula que esté suficien-



temente cerca. Este modo o via se llama de transferen-
cia excitonica (TE) y es la via clave para el funciona-
micnto de las antenas fotosintéticas cuyos pigmentos
estdn ordenados y dispuestos proximos, es decir, aco-
plados exciténicamente de modo gue s¢ pueden trans-
mitir unos a otros esos cuantos o paquetes de energia de
excitacion (llamados excitones).

La probabilidad de que un fotén sea o no absorbido,
varia dependiendo de la estructura electronica de la mo-
lécula. Es decir, la estructura molecular determina la
eficiencia con la que cada especie quimica absorbe los
folones de distintas cnergfas. 1,a representacion grafica
uttlizada normalmente para tlustrar la capacidad de ab-
sorher luz de una especic quimica (0 de una mezcela) se
llama espectro de absorcion. En €l se representa la in-
tensidad de la absoercion {como absorbancia, absorcion
fraccional o porcentaje de transmisidn) frente a la ener-
gia del foton (expresada por su frecuencia, v.ens” ', o
por su longitud de onda, 2, en nm). La Figura 9-3B
muestra ¢l espectro de absorcidn de los pigmentos foto-
stntéticos mds comunes, clorofila ¢ v b (véase apartado
2.3). El contenido cnergético de los diferentes estados
de una molécula estd influido por cl entorno en que se
encuentra {otras moléculas préximas) y, por ello, el es-
pectro de absorcion de una determinada especie gquimi-
ca en disolucidén varia segun el disolvente, Tgualmente,
fas interacciones entre moléculas idénticas en oligdme-
ros, o cnire moléeulas distintas en complejos no cova-
lentes pueden modificar sustancialmente el espectro de
absorcion, como ocurre de hecho con los pigmentos fo-
tosintéticos cuando ¢stan insertados en proteinas.

Al ser un reflcjo de las diferencias de energia entre
los diferentes estados moleculares, los espectros de ab-
sorcién facilitan informacién valiosa sobre las propie-
dades intimas de las moléculas y sobre su entorno in-
mediato. Por cllo, son de enorme ulilidad y tienen
numerosas aplicaciones en el estudio de 1a materia, tan-
Lo viva como inanimada.

2.3. Los principales pigmentos fotosintéticos
son las clorofilas {verdes) y los
carotenoides {(amarillo-anaranjados)

En las plantas, la luz destinada a impulsar el proceso
folosintético es absorbida por dos tipos de pigmentos:
clorofilas y carolenoides, que son moléculas croméfo-
ras sensibles a la radiacién luminosa y genéricamente
llamadas pigmentos fotosintéticos.

Estos pigmentos no estdn libres en el aparato foto-
sintético, sino que se encucntran engarzados dentro de
las proteinas fotosintélicas formando los complejos
pigmento-proteina. La asociacién de estos pigmentos
con polipéptidos es de tipo no covalente, por lo que al
desnaturalizarse la proteina, se liberan los pigmentos.

Ei pigmento fotosintético mas importante cs la clo-
rofila, va que es la biomolécula croméfora que inter-
viene mds directamente en el proceso de absorcién y
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conversién de la cnergia luminosa. Existen distintos ti-
pos de clorolilas. pero todos se caracterizan por tencr
un anillo tetrapirrélico ciclico, tipo portirina (similar al
grupo hemo), con un catién metilico de magnesio liga-
do en el centro del anillo (Mg® ") (Fig. 9-4). También
tienen en su estructura una larga cadena hidrétoba de
fitol (véase Capitulo 17) que les facilita el anclaje dentro
de zonas o estructuras poco polares. Debido a esta es-
tructura molecular, las clorofilas son capaces de absorber
la radiacion luminosa en la zona del azul y también en la
zona del rojo; por ello son de color verde, dando al mun-
do vegetal su color tan propio y caracteristico.

En vegetales, existen dos tipos de clorofilas diferen-
tes, la clorofila a y la clorofila b (Fig. 9-4). Habitual-
mente, todas las clorofilas estan asociadas de modo no
covalente a los polipéptidos constitutivos de las ante-
nas. La principal funcién de las clorofilas es la absor-
cion de luz en dichas antenas. En diversos microorga-
nismos fototréficos existen otros tipos de clorofilas,
come lz clorofila ¢ o la bacterioclorofila,

Los carotenoides son compuestos de cuarenta dto-
mos de carbono {C,4,,) que tienen una estructura princi-
pal lincal con grupos metilo laterales cada 4 carbonos.
Biosintéticamente, son derivados de la fusion de ocho
unidades de isopreno (molécuta de 5 C) (Fig. 9-5) (véa-
se Capitulo 17). Por cllo, son lipidos isoprenoides. Los
extremos de la molécula de un carotenoide pueden for-
mar anillos o llevar sustituyentes oxigenados. Los caro-
tenoides con algin grupo oxigenado se denominan xan-
tofilas. micentras que los hidrocarburos sin oxfgeno son
los carotenos. [.os principales carotenoides presentes
en wedo cloroplasto vegetal son z-caroleno, fi-caroleno
v 5 xantofilas: luteina, violaxantina, antcraxantina, 7ca-
xantina ¥ neoxantina. En la Fig. 9-5 se muestran las
estrucluras de ¢stos compucstos. Junto a estos carole-
noides, comunes a todas las plantas superiores. se dan
algunos otros tipos en ciertas especies vegetales. Los
carotenos son mds abundantes, en general, en los cen-
tros de reaccién de los fotosistemas y las xantofilas son
mis abundantes en las antenas. La funcién fotosintética
principal de los carotenoides es proteger el aparato {o-
tosensible mediante mecanismos de disipacion y extin-
cion de energfa. De modo secundario. también tienen la
funcién d¢ ser antenas alternativas, sobre todo en el
espectro de luz entre 450 y 500 nm, en cl cual las clo-
rofilas absorben poco. Por absorber en esta zona del
cspecetro, que corresponde a la luz azul-verde, los caro-
tenoides de los cloroplastos son de colores amarillos y
anaranjados.

2.4. Las clorofilas y los carotenoides son
pigmentos que por su estructura
molecular absorben muy eficazmente
la luz

Tanto clorofilas como carotenoides poseen en su cs-
tructura sistemas de dobles enlaces conjugados (es de-
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Pérdida de
Tipos de hidrégenos
clorofilas Ry R, Ry R en C,; y Cy dando
doble enlace
a —CH=CH, | —CH, —CH,CH; X No
b —CH=CH, | —CHO | —CH,CH, X No
c4 —CH=CH, | —CH, —CH,CH; —CH = CH—COOH Si
[ —CH=CH, | —CH, —CH =CH, | —CH =CH—COOQH Si
d —CHO —CH, —CH,CH;, X No

N
X = —CHQ—CHz—lCll—O—CH?
0

Acido propidnica

Fitol

Figura 9-4. Estructura molecular de las clorofilas, indicando: los dobles enlaces conjugados del anillo porfirinico (que
incluye cuatro pirroles A, B, C y DJ; la unidn coordinada al atomo de magnesic; v los distintos radicales (R} que cambian
en cada tipo de clorofila: a, b, ¢, ¢,, d.

cir, dobles enlaces alternados con sencillos) que se ex-
tienden por gran parte de la molécula. La presencia de
cstos sistemas conjugados es lo que confiere a csos pig-
mentos su capacidad para absorber luz visible (es decir,
absorber fotones). Cada doble enlace C=C cstd consti-
tuido por un orbital molecular tipo ¢ y otro, tipo 7. Los
numerosos orbitales moleculares del tipo 7 del sistema
conjugado (tantos como atomos de C que participan en
cste sistema) dan kugar a un gran nimero de electronces

7 deslocalizados que ticnen niveles energéticos proxi-.

mos, de forma que cuantos mds enlaces conjugados
hay, la diferencia de cnergia entre el orbital ocupado
superior {n. enlazante) y ¢l orbital desocupado inferior
{n*, antienlazantc) es menor. A partir de siete o mds
dobles enlaces conjugados, la energia de la radiacion
visible (fotones) es suficiente para promover la transi-
cién de un clectrén desde un orbital ocupado m a un
orbital desocupado =*. Segiun el tipo de fotén (entre
roje vy azul) que cada molécula de pigmento absorbe, la
energia de cstas Lransiciones -n#* oscila entre 1.7 y 3.1
eV : fotén ! (véase Cuadro 9-1). En otras moléculas
orgdnicas con menos dobles enlaces conjugados, Tos in-
tervalos de energia entre los distintos estados electroni-
€OS son mayores y se necesitan fotones ultravioletas,
mds energéticos, para promover transiciones electroni-
cas m-m.

Desde el punto de vista molecular, en clorofilas y ca-
rotenoides existen claras diferencias de simetria entre el
estado fundamental y algunos o todos los estados exci-
tados que participan en las transiciones visibles. Esto
confiere a dichas transiciones un marcado cardcter di-
polar. Por otra parte, los orbitales = estdn deslocaliza-
dos en una gran drea de la molécula, por lo que el efecto
del cambio de configuracién electronica se reparte en-
tre muchos dtomos, y no ocasiona alteraciones marca-
das de Ia geometria nuclear. Ademads, las regiones del
espacio ocupadas por los orbitales m y 7* coinciden

bastante, lo que también favorece la transicidn. Todas
estas circunstancias contribuyen a que clorofilas y caro-
tenoides sean pigmentos extraordinariamente cficaces
para la absorcion de luz. En el caso de las clorofilas, su
espectro visible de absorcidon muestra 4 bandas princi-
pales mds o menos intensas que corresponden a distin-
tas (ransiciones electrénicas, denominadas Q. Q.. B,y
B, por orden de cnergia creciente (véase Fig. 9-3B).
Los coeflcientes molares de absorcion (g) de tas bandas
roja (Q,) y azul (B o banda Soret) de las clorofilas es-
tdn, junto con los de los carotenoides, entre los mas al-
tos observados cn pigmentos naturales. El espectro de
absorcion de los carotenoides exhibe una banda {(con
tres claros componentes vibratorios) cuya localizacién
varia seghn la especie quimica concreta de que se trale,
pere que sucie cstar entre 400 v 550 nm (véase Fig.
9-6). Como puede apreciarse al superponer sus espec-
tros, la presencia simultdnea de ambos tipos de pigmen-
tos, clorofilas y carotenoides, en el aparato [otosintético
amplia la gama de energia de fotones visibles que pue-
den ser absorbidos (Fig. 9-6).

3. ESTR}JCTURACION DEL APARATO FOTO-
SINTETICO VEGETAL

3.1. Las hojas son el 6rgano vegetal
especializado en realizar la fotosintesis

La [otosintesis en plantas superiores ticne lugar en teji-
dos fotosintéticos que se agrupan en su mayoria en Or-
ganos especializados. Estos organos son las hojas. La
luz solar es una radiacion que se dispersa en toda la
atmésfera terrestre; para aprovecharla al maximo, es
necesario exponer la mayor cantidad posible de tejido a
los fotones incidentes, de ahi la gran superficie foliar
que suelen tener los vegetales. Las hojas son también,
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Figura 9-5. Estructura molecular de los carotenoides mas comunes en las hojas: |1 beta-caroteno; II: alfa- caroteno I
zeaxantina; IV: luteina; V: violaxantina; VI: neoxantina.

por esta razdn, generalmente planas, como pequefios
paneles solares que se pueden orientar a los rayos sola-
res para tratar de absorber de modo Sptimo toda la luz
gue necesitan. Ademds, las plantas habitualmente tic-
nen muchas hojas pequefias para lograr otras ventajas
funcionales: ) distintas hojas pueden tomar distintas
orientaciones, adaptindose a la incidencia luminosa que
cambia a lo largo del dia con el movimiento del sol, y &) la
disipacién térmica en up elemento sometido a radiacién
solar es mucho mds eficaz si es pequefio y tiene, propor-
cionalmente, una gran superficie en contacto con el aire.

La Fig. 9-7A muestra una hoja con los compuestos
que intervienen en la reaccion global fotosintética. Dos
son gases (CO, y O,) intercambiados con la atmésfera;
el producto final es un sélido hidrosoluble, azicar
[{CH,O,1: ¥ el sustrato primero (agua, H,0) es un li-
quido tomado por las raices, que se puede transformar
en gas (vapor de agua) por evapolranspiracion segin las
necesidades hidricas y metabdlicas de la planta (véanse
Capitulos 3 y 4). En la Figura 9-7B se muestra la pene-
tracién de luz incidente en una hoja. La seccién de la
hoja (unos 160 um desde ¢l haz al envés) se relaciona

con ¢l gradiente de penetracién de luz calculado para
tres intensidades de luz blanca (radiacion PAR) inci-
dente: 200, 700 y 1500 gmol - m ', El gradiente
es dependiente de la estructura tisular de la seccién de
la hoja. Primero estan las células del meséfilo en empa-
lizada, cercanas al haz, alargadas, compactadas y con
una gran densidad de cloroplastos. Luego, las células
del mesdfilo lagunar, cercanas al envés, son irregulares
y dejan muchos huecos o espacios llamados cdmaras
subestorndticas, esenciales para el intercambio gaseoso
regulado por los estomas (véase Capitulo 3). A este se-
gundo tipo tisular le llega menos luz y, por ello, liene
menor densidad de organulos fotosintéticos.

3.2. Los cloroplastos son organulos
subcelulares donde se encuentra todo el
aparato biomolecular fotosintético

Para estudiar y entender propiamente la fisiologia o
funcionamiento del aparato fotosintético vegetal, es ne-
cesario primero localizar y caracterizar estructuralmen-
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Figura 9-6. Espectros de absorcidn entre 300 y 600 nm de
los pigmentos fotosintéticos mas abundantes en un extracto
de hojas. La absorcidn relativa de cada espectro en esta figu-
ra corresponde aproximadamente a las cantidades relativas
de los pigmentos en las hojas. El carotenoide més abundan-
te es la luteina vy la clorofila mas abundante, |a clorofila a.

te dicho aparato. Ya hemos dicho que, a nivel macros-
cOpico, al observar cualquier vegetal se distinguen las
hojas como drgano especializado cn totosintesis. Las
hojas estdn constituidas esencialmente por tejidos foto-
sintéticos, es decir, por células que ticnen en su interior
la maquinaria necesaria para la fotosintesis, A nivel celu-
lar, esta maquinaria se localiza especifica y exclusiva-
mente en unos orgdanulos subcelulares llamados cloro-
plastos. Estos organulos son el elemento comiin presente
en todas las células fotosintéticas cucariotas, desde las
plantas superiores hasta las algas pluricelulares y unice-
lulares. Los cloroplastos son, por tanto, unos plastidios
especializados en la funcidn fotosintética en eucariotas.

3.3. Las biomembranas fotosintéticas son las
membranas tilacoidales y estan
organizadas en lamelas apiladas, grana, y
en lamelas no apiladas, estromaticas

Los cloroplastos son orgdnuios separados del citosol
celular por una doble membrana denominada envuelta
o envoltura cloroplastica; la membrana externa ¢s bas-

tante permeable (debido a [a presencia de la proteina
porina) y rodea a la membrana interna la cual tiene per-
meabilidad mas selectiva. Esta Gltima, a su vez, parcee
estar en conexién con un complejo sistema membrano-
$0 que constituye parte esencial del interior cloropldsti-
co. Las membranas del interior del cloroplasto constitu-
yen los tilacoides {dcl gricgo, rhviakos, saco) y forman
un sistema intrincado de membranas tilacoidales que se
pliegan dando dobles membranas a modo de ldminas
paralelas, mds o menos separadas o apiladas. Los tila-
coides plegados formando esas ldminas paralelas de do-
bles membranas se llaman lamelas. Existen dos tipos de
lamelas: las lamelas grana que constituyen apilamien-
tos de numerosas laminas a modo de discos: y las lame-
las estromaticas que son laminas simples mds extensas
que interconectan zonas de lamelas apiladas.

La Fig. 9-8 muestra las distintas estructuras vegetales
quc contienen el aparato fotosintélico desde lo macros-
copico a lo microscdpico, es decir, desde las hojas hasta
los tilacoides, pasando por ¢l tejido foliar v los ¢loroplas-
tos. En la figura se indican las dimensiones de las estruc-
turas, cada vez mds pequenas. Las membranas tilacoidales
son las biomembranas fotosintéticas porque incluyen en
suintertor lodo el aparato biomolecular que lleva acabo la
primera tase dec la fotosintesis (véase apartado 4.1).

3.4. Las membranas tilacoidales son
bicapas lipidicas hechas de glicerolipidos
especiales

Los tilacoides estdn constituidos por biomembranas, ¢s
decir, bicapas lipidicas. Gran parte de la funcion foto-
sintética realizada en los tilacoides es solamente posi-
ble precisamente por el hecho de estar basados en mem-
branas. Las membranas bioldgicas gstiin constituidas
por una doble capa de lipidos anfipaticos. es decir, lipi-
dos que lienen una cabeza polar cn contacto con el me-
dio acuoso y una cola hidréfoba que sc sitia hacia el
mterior de la membrana en contacto con la cola de la
capa opucsta. Por estas caracteristicas quimicas, las
membranas son barreras semipermeables cntre espacios
acuosos gue compartimentan el medio interno celular, o
lo separan dcl exterior (véase Capitulo 1). Los comple-
jos [otosintéticos que realizan fa primera fase de la foto-
sintesis se insertan transversalmente en las membranas
tilacotdales. Con esta insercion, los complejos quedan
en contacto con dos ¢spacios acuosos diferentes. Ade-
mas, las membranas son un fluido bidimensional donde
los complejos fotosintéticos pueden moverse © «na-
dar». Este movimiento lateral dentro de la matriz bidi-
mensional de la membrana tilacoidal, permitc cambiar
y regular la funcion de las proteinas fotosintélicas en
respuesta a distintas situaciones metabédlicas ya que,
con el movimiento, se pueden producir variaciones en
las eonexiones entre los distintos elementos.

La composicion lipidica es determinante de la flui-
dez de la membrana y de la movilidad de las protcinas
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(CO, y O,) intercambiados con la atmasfera; el producto final, azicar ((CH,0) ); y el sustrato primero, (H,0} tomada por las
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gradiente de penetracion de luz calculado para tres densidades de flujo fotdnico fotosintético (PAR): 200, 700 y 1500
umol - m ?-s ' El gradiente es dependiente de la estructura tisular de la seccion de la hoja.
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Figura 9-8. Estructuras vegetales que contienen el aparato fotosintético: hojas, tejido foliar {corte de hoja), cloroplasto y
tilacoides. Se indican las dimensiones de las estructuras, que son cada vez mas peguenas.
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insertadas en ella. Los tilacoides son membranas cons-
tituidas por lipidos polares muy especificos: galactoli-
pidos, sulfolipidos vy fosfolipidos.

Los principales galactolipidos son monogalactosil
diacilglicerol (MGDG}) vy digalactosil diacilglicerol
(DGDG) (Fig. 9-9). Estos galactolipidos constituyen el
80 % de los glicerolipidos de la membrana tilacoidal,
siendo MGDG el mayoritario (un 50 %). Un hecho muy
peculiar de estos galactolipidos es que tienen un alto
contenido en dcidos grasos poliinsaturados como el dci-
do linolémco (C18:3, Fig. 9-9) que, en algunas especies
de plantas, alcanza el 95 % de los acidos grasos tolales
del cloroplasto. El alte contenido en dcidos grasos po-
liinsaturados da una alta fluidez a la membrana tilacoi-
dal. El sulfolipido mds importante encontrado cn tila-
coides de plantas es el sulfoquinovosil diacilglicerol
{SQDG) que constituye en torno a un 7 % del lotal de
los glicerolipidos que forman la bicapa. Este lipido, a
pH fisioldgico, estd cargado negativamente en su grupo
sulfdnico. Los fosfolipidos son lipidos muy comunes y
abundantes en muchos tipos de biomembranas que, sin
embargo, en el caso de los tilacoides, tan sélo represen-
tan un 7-10 % del total. El mas importante es el fosfati-
dil glicerol (PG), que tiene también carga negativa. El
tipo de dcidos grasos que este lipido presenta en tilacoi-
des es muy distinto a su composicion en otras membra-
nas de células cucariotas, un ejemplo, es ¢l dcido trans-
hexadecenoico (C16:1t). La sensibilidad al frio que
tienen algunas plantas parece estar retacionada con la
presencia de PG con dcidos grasos tipo C16:0 y Cl6:1t,
Por otro lado, ¢l PG parece ser necesario para que
LHCITI forme trimeros (véasc apartado 4.4). Otros fos-
folipidos como fosfatidil colina (PC) apenas se encuen-
tran en tilacoides, aunque, cn contraste, PC sea ¢l glice-
rolipido mds abundante (32 %) en la membrana externa
de la envuelta cloroplastica.

Junto a estos lipidos que construyen la bicapa, exis-
ten en los tilacoides otros lipidos con funciones distin-
tas, como son la pargja plastoquinona/plastoquinol, que
son transportadores redox (véase apartado 4.0), o el to-
coferol, que es una molécula tipo prenilquinona que tie-
nc (uncién antioxidante (véasc Capitule 30). También
son lipidos los pigmentos fotosintéticos clorofilas y ca-
rotenoides ya citados.

3.5. Los tilacoides separan dos espacios
acuosos en el interior cloroplastico: el
estroma y el lumen

Las lamelas grana y cstromaticas, 4l estar hechas por
dobles membranas tilacoidales plegadas, dejan un espa-
1o acuoso en su interior denominado lumen, que gqueda
separado del espacio acuoso interno general del cloro-
plasto llamado estroma. El estroma es la mairiz. acuosa
principal del cloroplasto, ocupa el mayor volumen y
pucde ser considerado andlogo al citosel de una célula.
En el estroma se localiza, en disolucién. ¢l aparato bio-

molecular que realiza la segunda fase de la fotosintesis,
incluida la via principal de fijacidn del didxido de car-
bono por el ciclo de Calvin (véase Capitulo ). El lu-
men ¢s un espacio separado diferente, donde la reac-
cion mds significativa es la lotéhisis del agua que
produce oxigeno (véase Capitulo 10}

Los tilacoides son, por tanto, biomembranas que se-
paran dos cspacios con claras diferencias en composi-
cién v en funcién. Por otro lado, los tilacoides no son
iguales u homogéneos en todo ¢l cloroplasto, sino que
son asimétricos, presentando internamente una polari-
dad transversal ¥y una distribucién zonal lateral. En los
lilacoides, los lipidos de la bicapa exterior, hacia el es-
troma, no son iguales a los lipidos que estdn en la bica-
pa interior orientados hacia ¢l lumen. También, las pro-
teinas insertadas y que atraviesan de un lado a otro los
tilacoides (flamadas proteinas intrinsecas de membrana
0 transmembrana) presentan una asimetria o pokaridad
transversal, con dos poles o lados funcionalmente dis-
tintos: lado fuminal y lado estromatico. Por otro lado,
en los tilacoides también se distinguen lateralmente zo-
nas que, estructural y tuncionalmente, tienen distintas
propiedades. Estas zonas corresponden a las ya mencio-
nadas como lamelas grana y lamelas estromaticas (véase
Fig. 9-8 y Fig. 9-10). Cuando las lamelas de los tilacoi-
des se apilan formando las lamelas grana, dejan de estar
en contacto ¢on ¢l estroma por quedar apiladas o pegadas
ala siguiente Jamela. El apilamiento es un factor que cam-
bia la topologia de los tilacoides. En el Capitulo 10 se
indica con més detalle la diferente composicion de protei-
nas de estas dos zonas tilacoidales, grana y estromdtica.

4. ELEMENTOS DEL APARATO FOTOSINTE-
TICO EN LOS TILACOIDES

4.1. Insertados en las membranas tilacoidales
se encuentran los 4 complejos
proteinicos que llevan a cabo la primera
fase fotosintética

La primera fase de la fotosintesis ¢s una [ase de conver-
s10n de energia que incluye la formacion de una cadena
redox de transferencia de electrones y la consecuente
genergcion de un gradiente de concentracién de proto-
nes. Los tilacoides contienen los complejos proteinicos
que llevan a cabo cse mangjo de electrones y protones
imprescindible para la conversion energética.

Los complcjos proteinicos incluidos en los tilacoides
son cualro y, por su complejidad estructural y funcional
y gran tamafio molccular, se¢ pueden llamar macro-com-
plejos. Los tres primeros estdn implicados en la transle-
rencia electrénica a lo largo de la membrang ¥ en la
transterencia proténica a través de la membrana (del
estroma al lumen). Para realizar estas transferencias, es-
tos complejos conlienen engarzadas en su esquelelo
proteinico una serie de moléculas, dlomos o agrupacio-
nes atémicas que tienen capacidad redox rcversible.
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Figura 9-9. Estructura molecular de los principales tipos de glicerolipidos constitutivos de las membranas tilacoidales:
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Dos de estos complejos son, ademds, fotosistemas, es
decir, sistemas capaccs de absorber y transformar la
energia foténica en cnergia electroquimica redox. Sc lla-
man fotosistema [ y fotosistema II. Esta definicion am-
plia de los fotosistemas incluye las antenas extrinsccas
respectivas (LHC | y LHC II). aunque estructuralmente
convienc considerarlas por separado (véase mas adelan-
te). El tercer complejo es un sistema conector entre 108
dos folosistemas, llamado complejo citocromo b f.

Finalmente, existe un cuarto complejo proteinico dis-
tinto a los otros porque no inlerviene en las transferen-
cias citadas, sino que utiliza el gradiente de protones
que los otros complejos han formado a través del tila-
coide. Los protones, al fluir de vuelta del lumen al es-
troma a favor de gradicnte, proporcionan una energia
{fuerza protonmotriz) que el cuarto complejo utiliza
para sintetizar ATP. a partir de ADP y Pi. Estec comple-
jo es, por ¢llo, una ATP sintasa (ATPasa). El ATP ¢s
una biomolécula util para multitud de trabajos metabo-
licos y celulares, es decir, un combustible bioguimico
estable casi universal.

La Figura 9-10 muestra los cuatro complejos inserta-
dos en la membrana tilacoidal indicando, de modo es-
quematico, las transferencias y cl flujo de electrones v
protones mencionados. Las membranas dibujadas co-
rresponden g una seccidn que incluye parte de lamela
grana y parte de lamela estromdtica.

Cada complejo fotosintético estd codificado por una
familia de genes cspecifica denominada: psa para el {o-
tosistema I {excepto LHCI); psb para el fotosistema [l
(excepto LHCIL): pef para el citocromo bl afp para la
ATPasa: Lhca para LHCI; Lhch para LHCIL La prime-
ra letra es maytscula si el gen estd en el nucleo y minds-
cula si estd en el cloroplasto. Cada gen concreto se deno-
mina con una letra mayudscula a continuacion del nombre
de la tamiha: psaA, psaB. clc. Los polipéptidos se deno-
minan segin esta nomenclatura quitando el tipo cursiva
y cont la primera letra en mayiscula: PsaA, PsaB, etc.

En la dltima década se ha avanzado mucho en el des-
cubrimiento y la caracterivacidn de cada uno de los
componentes de cstos complgjos fotosintéticos. Para la
identificacion sistematica ha sido muy dtil la secuencia-
cién total del DNA de cloroplastos (DNAc¢p) v de gran
parte del DNA nuclear de células vegetales. A pesar de
estos logros, la funcidn de algunos de los polipéptidos
es todavia desconocida y también es probable que fal-
ten algunos por descubrir, especialmente i ticnen peso
molecular pequciio. ya que pueden quedar [dcilmente
enmascarados.

4.2. El fotosistema I, PSIl, es un complejo
constituido por unos 21 polipéptidos,
enzimaticamente llamado agua-
plastoquinona éxido-reductasa

El fotosistema 1 es un macro-complejo que, por su acti-
vidad bicquimica, puede ser denominado agua-plasto-

quinona oxido-reductasa, ya gue, enzimaticamente, ca-
taliza la oxidacion del agua y la reduccidn de la plasto-
quinona, ambas foto-inducidas. Este fotosistema se en-
cucntra en todos los organismos verdes autotrofos, tanto
plantas superiores como algas verdes y cianobacterias.
En él suceden dos procesos de especial signiticacién
para el conjunto de la fotosintesis: 1) La primera sepa-
racidn de carga. consecuencia de la transduccion de
energia luminosa en energia redox, es decir, la transfor-
macién del fujo fotdnico en {lujo electrénico. Con la
primera separacion de carga se inicia el transporte clec-
trénico fotosintétice, y 2) La hidrélisis del agua, que da
electrones y protones y también da lugar a oxigeno mo-
lecular liberado como producto residual de la reaccion.

Ambos procesos son pilarcs esenciales para el desa-
rrollo y mantenmimicento de ta vida sobre el plancta por-
que. a través de cllos, se hace posible el aprovecha-
miento de la luz solar como fuente de encrgia y se
posibilita la existencia de una atmdsfera rica en oxige-
no. El oxigeno es necesario para los procesos oxidati-
vos, esencialmente para la respiracion, que es la princi-
pal fuente dc energia en ststcmas heterdtrofos (véase
Capitulo 14).

Desde el punto de vista estructural, el fotosistema 11
estd constituido por unos 21 polipéptidos (LHCII apar-
e} (Fig. 9-11). De ellos, 17 son proteinas intrinsccas de
membrana. Las 2 proteinas centrales que unen los prin-
cipales cofactores implicados en lus reacciones redox
son tas proteinas D1 y D2, de tamano 30-32 kDa. int-
mamente asociado a éstas estd un grupo de proteinas de
pesos molcculares pequefios, entre 4 v 9 kDa. que no
unen clorofilas: son, por ejemplo. la fosfoproteina PsbH
que une fosfato y ¢l citecromo b359 gue tiene un grupo
hemo redox y 2 polipéptidos (PsbE y PshF). Luego es-
tan las proteinas que unen especificamente clorofilas
(llamadas clorofilo-proteinas: CP}), que constituyen la
antena intrinseca del lolesistema I CP47 y CP43 (el
nimero junto a CP indica el peso molecular aparente).
Todas las proteinas citadas forman ¢l «niicleo» (core)
del centro de reaccion del fotosistema, que tienc un ta-
maiio de unos 6-8 nm (Fig, 9-11). Existen otras cloroft-
lo-proteinas mds pequeias (CP29. CP26, CP24 vy
CP22), implicadas cn la interconexién del centro de
reaccion con su antena extrinscca LHCH (véase aparta-
do 4.4). La disposicidén y el nimero de estas CP varian
seguin el estado funcional del fotosistema [T y su untdn a
LHCII: sin embargo, la antena intrinseca y ¢l resto de
las proteinas centrales son constanles.

Asociadas al fotosistema 11 en el lado del lumen hay
3 proteinas cxtrinsecas de membrana que ayudan a la
funcion de fotdlisis del agua y produccion de oxigeno.
Se llaman proteinas extrinsccas estabilizadores del des-
prendimiento de oxigeno (on inglés, OEEp). Tienen pe-
sos moleculares de 33, 23 v [6 kDa y, por los gencs que
las codifican. se llaman: PsbO. PsbP y Psb(}. Finalmen-
te, también sc ha identificado en el fotosistema 11 la
protcina PsbR, de peso moiecular 10 kDa y que tienc
una parte intcgrada en la membrana y otra extrinseca.
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Figura 9-10. Cuatro complejos enzimaticos insertados en la membrana tilacoidal. Se indican de modo esquematico las
transferencias y el flujo de electrones y protones explicados en el texto. Las membranas dibujadas corresponden a una
seccion que incluye parte de lamela grana y parte de lamela estromatica.

Los cofactores o grupos prostéticos implicados cn la
transferencia electrénica desde agua a plastoquinony en
el fotosistema II son:

H,0---Mn ,—Tyr —Pa680 (Cla ,-Cler, )-
(Lado donador-LUMEN)

“Feo—Q ;—(Fe? ") Qp----PQ
(Lado aceptor-ESTROMA)

Todos estos elementos son moléculas o agrupaciones
atdmicas o moleculares, capaces de oxidarse vy reducir-
se reversiblemente. Sus caracterfsticas quimicas y
modo de funcionamicnto en la transferencia electrénica
fotosintética se explican en ¢l Capitulo 10.

Estos grupos prostéticos estdn unidos a las dos pro-
teinas centrales del fotosistema II, TX1 y D2 (PsbA y
PsbD). Los tipos de enlace en estas uniones son dispa-
res, predeminando las uniones no covalenies. Las pro-
tefnas DI y D2 son estructuralmente gemelas y cada
una incluye una serie de cofactores que, por cllo, eslin
duplicados. Es decir, hay dos tirosinas, cuatro clorofi-
las, dos feofitinas y dos quinonas: 2Tyr(7 y [-2Cl-
2CI1-2Fe0-2Q(A y B). La protcina DI es la que une la
serie de cofactores implicadas en la transferencia clee-
trénica: Tyr,-Cl-Cl-Feo-Qg. Los otros cofactores uni-
dos a D2 (Tyr,-Cl-Cl-Feo) no intervienen en cl flujo
electronico, a excepcidn de Ia Q , v el hierro no hemini-

nico (Fe? ™), que es unico. De este mode. el dimere D1-
D2 es un sistema estructuralmente duplicado pero tun-
cionalmente asimétrico porquc los clectrones fluyen,
principalmente por un lado o rama del dimero.

4.3. El fotosistema I, PSl, es un complejo
constituido por unos 15 polipéptidos,
enzimaticamente Namado plastocianina-
ferredoxina oxido-reductasa

El segundo fotosistema constituyente del aparato folo-
sintético vegetal es el fotosistema I. Por su {uncién en-
zimatica puede ser denominade plastocianina-ferrcdo-
xina éxido-reductasa, ya que interviene en la parte final
de lu transferencia electronica fotosintética tomando los
electrones de la protefna del lumen plastocianina y ce-
diéndolos a la proteina del estroma ferredoxina.
Estructuralmente, este fotosistema cstd constituido
por dos proteinas centrales grandes, de peso molecular
83 kDa (PsaA) y 82 kDa (PsaB) (Fig. 9-12). Estas pro-
teinas unen los principales cofactores redox implicados
en la transferencia electrénica. y unen también un gran
nimero de clorofilas que funcionan como antena intrin-
seca del fotosisterma. En el lado estromadtico, integrada
con PsaA y Psa B, hay otra proteina pequeifia, PsaC (8.9
kDa}, que liga los dos tltimos cofactores redox del [o-
tosistema. Asociada a estas 3 proteinas hay una serie de
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Figura 9-11. Modelo estructural esquematico del fotosistema Il insertado en la membrana tilacoidal. Se incluyen los 21

polipéptidos conocidos que constituyen este macre-complejo multienzimatico, indicandose sus pesos moleculares en kDa.

Los polipéptidos centrales D1y D2 unen todos los cofactores o grupos prostéticos implicados en los procesos foto-redox de

transferencia de electrones. Sombreadas aparecen tanto las clorofilo-proteinas de la antena intrinseca {CP47 y CP43), como

las que sirven de antenas conectoras {CP29, CP26, CP24 y CP22) con la antena extrinseca principal LHCII {que no se muestra
en esta figura).
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Figura9-12. Modelo estructural esquematico del fotosistema | insertado en la membrana tilacoidal. Se incluyen todos los

polipéptidos conacidos que constituyen este macro-complejo multienzimatico, indicandose sus pesos moleculares en kDa.

Los polipéptidos centrales son PsaA, PsaB y PsaC, que unen los principales cofactores implicados en el proceso de transfe-

rencia de electrones. Sombreadas aparecen las clorofilo-proteinas correspondientes a la antena extrinseca LHCI. También

se representan las dos proteinas que, respectivamente, dan y reciben electrones de este fotosistema: plastocianina (Pc, en el
lumen) y ferredoxina (Fd, en el estroma).



polipéptidos transmembrana de tamafio peqguefio: Psal
(4.6 kDa), Psal (3.3 kDa), PsaK (5.6 kDa) y Psal. (154
kDa). También, asociados al dimero central PsaA-PsaB
tanto por el lumen como por el estroma, se encuentran
otros polipéptidos que posibilitan la interaccion (o do-
cking) y la transferencia redox de plastocianina y ferre-
doxina con el fotosistema 1. Estos polipéptidos son, en
el estroma: PsaD (17.9 kDa). PsaE (9.7 kDa), PsaG
(10.8 kDa), PsaH (10.2 kDa); y en el lumen: PsaF (17.3
kDa), PsaOQ (9.0 kDa). PsaG y PsaO no son telalmente
extrinsecos porgue tienen un dominio transmembrana.
PsaD y PsaF son los que estdn especificamente implica-
dos en la unidn electrostatica a plastocianina y a ferre-
doxina, respectivamentc {Fig. 9-12).

La antena o complejo de clorofilo-protefnas colecto-
ras de luz asociado al fotosisterna T se 1lama LHCI. Su
estructura sc describe en el apartado 4.4 |

Los cofactores o grupos prostéticos implicados en la
transferencia electronica desde plastocianina (Pc) a fe-
rredoxina (Fd) dentro del fotosistema 1 son:

Pe---P700(Cla,)-Cl, (Cla)-A (Cla)-A | (vitK |)-
{(Lado donador-LUMEN)

F_(4Fe-48)-F [(4Fe-48)«» Fy(4Fe-48)---Fd
(Lado aceptor-ESTROMA)

Todos estos grupos prostéticos estdn unidos a las pro-
teinas centrales del fotosistema I, PsaA y PsaB, y a la
pequefia proteina extrinseca PsaC. Las dos proteinas
centrales, de modo andlogo al fotosistema 11, son es-
tructuralmente gemelas y en ellas algunos cofactores
estdn también duplicados. Asi, hay dos clorofilas acce-
sorias (Cl,,, y ClL,,. ). dos A, (A, v A Y ydos A, (ALY
Ay"). El flujo electronico es asimétrico y solo sucede a
través de una de las ramas: Cl-A-A .

[N

4,4. Los complejos antena LHCI y LHCII
son sistemas colectores de luz

Asociadas a cada fotosistema existen unas antenas pe-
riféricas o extrinsecas, llamadas LHC {(del inglés
Light Harvesting Complexes: complejos cosechadores
de luz) 1 y II. Estas antcnas complementan la funcién de
captacion y absorcidn de luz que también tienen las an-
tenas intrinsecas de cada fotosistema ya citadas.

Las LLHC centienen una variedad relativamente alta
de polipéptidos que se pueden asociar de manera diver-
sa segin el estado funcional. Por ello, hay varios tipos
de LHCI y de LHCIT que se combinan y ensamblan de
modo multiple. La LHCI estd constituida por polipépti-
dos de cuatro tipos: LhcAl, LheAZ, LheA3 y LhcAd,
de pesos moleculares entre 22 v 25 kDa. La LHCIT esta
constitmida por polipéptidos de tres tipos: LhcBl,
LhcB2 y LheB3, de pesos moleculares entre 25 y 28
kDa. Todos estos polipéptidos estian coditicados por ge-
nes nucleares.
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Estructuralmente parece ser que cada fotosistema I
estd redeado por 8 polipéptidos de LHCT con 2 copias
de cada uno de los 4 tipos mencionados. Sin embargo,
la posicidn y las asociaciones precisas de los distintos
tipos de LLhc A no se conocen, aunque si se sabe que esta
antena estd siempre asociada al fotosistema I (Fig. 9-
12).

El complejo antena LHCII es mas variable en com-
posicion v se puede mover por dentro de los tilacoides
independientemente del fotosistema 11, sulriendo redis-
tribuciones en respucsta a cstimulos ambientales, En
general, forma trimeros constituidos por los polipépti-
dos LheB1 y LheB2. El polipéptido LheB3 cumple
principalmente ¢l papel de interconexion entre los tri-
meros moviles de la antena extrinseca y también contri-
buye a la conexion con la antena intrinseca del fotosis-
tema 11, junto con CP29, CP26 y CP24.

Los principales pigmentos fotosintéticos asociados a
estos complejos de antena son las cloroefilas que se en-
cucntran engarzadas en la matriz polipeptidica de las
LHC. También cstos polipéptidos unen pigmentos ca-
rotenoides. Cada subunidad polipeptidica de LheB une
6-8 clorofilas . 5-6 clorofilas 5, 2 luteinas, | neoxanti-
na y varias moléculas de fostolipides (DGDG y PG)
necesarios para la formacion de trimeros de LHCII. Re-
cientemente la estructura de una subunidad monoméri-
ca de LHCI ha sido determinada con precision obser-
vandose que la cadena polipeptidica tiene tres x-hélices
transmembrana que unen en el centro 7 clorofilas a y 2
lutefnas y. mds periléricamente, 5 clorofilas £, El mi-
mero cxacto de clorofilas a y £ asociadas a cada poli-
péptido de LHCI se conoce con menos precision. Sin
embargo, tanto para LHCI como para LHCII se han rea-
lizado calculos globales aproximados del nimero total
de pigmentos que unen, Estos cdlculos para toda la an-
tena de PSI-LHCI, es decir, tanto antena intrinseca como
antena extrinseca, dan los siguientes valores: 180-190
clorofilas a; 24 clorofilas b; 27 f-carotenos; 12 luteinas;
9 violaxantinas y (-2 neoxantinas. Igualmente, se ha esti-
mado el mimero de moléculas de cada pigmento unidas a
toda la antena de PSII-LHCII en: 160 clorofilas «; 70
clorofilas b; 10} f-carotenos; 2-3 luteinas: 3-4 violaxan-
tinas y 7 ncoxantinas.

45. Elcomplejo citocromo b f hace de puente
entre los dos fotosistemas y regula su
interconexion

Un tereer complejo implicado en la transferencia elec-
trénica fotosinmiética cn Jos tilacoides es el complejo ci-
tocromo b, f. Su principal funcién es conectar los dos
fotosistemas, oxidando el plastoquinol (PQH,) produ-
cido en el fotosistema IT y reduciendo la plastocianina
(Pc) que se oxidard en el fotosistena 1. Este complejo
no es exclusivamente fotosintético. ya que es anilogo a
la ubiguinol-citocromo c reductasa de la membrana res-
piratoria de mitocondrias y bacterias (véase Capitulo
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14). De hecho, las bacterias fototréficas purpiireas utili-
zan csta dltima proteina tanto para respiracion como
para [otosintesis, ¥ lo mismo s¢ ha descrito con ¢l cito-
cromo b,f en cianobacterias, procariotas que realizan
lotosintesis oxigénica.

La Figura 9-13 muestra esquemdaticamente como se
empaquelan en la membrana tilacoidal los cuatro poli-
péptidos principales que componen el complejo cile-
cromo b, f vy sus colactores o grupos prostéticos. Estos
componentes son: el citocromo t (de pese molecular
31.3 kDa) con un grupo hemo tipo ¢ localizado extrin-
secamente en el lumen; el citocromo by (23.7 kDay), con
dos grupos hemo tipo b localizados dentro de la mem-
brana; la proteina Rieske (18.8 kDa), que tiene un cen-
tro sulfo-ferro 2Fe-28 vy la subunidad IV (15.2 kDa),
gue interviene en la union de las quinonas. Ademads. se
ha descrito la presencia de un quinto polipéptido, la su-
bunidad V, bastante mds pequefio (4 kDa), de funcién
todavia no claramente definida. La familia de genes que
codifica estas protefnas abarca, en el orden antes citado:
petA, petB, petC, petD y petk. El gen de la proteina
Rieske (per() estd en el genoma nuclear y el resto, en el
DNA cloroplistico.

En la Figura 9-13 sc muestran también esquematica-
mente las porciones de cada polipéptido que atraviesan
la membrana tilaceide y la localizacion aproximada de
los grupos prostéticos: 3 hemos, | sulfo-ferro y las zonas
de unién de las 2 quinonas (Q; v Q).

4.6. Entre los complejos de la cadena
fotosintética hay una serie de conectores
redox: plastoquinona, plastocianina,
ferredoxina y FNR

Para lograr el flujo global de la cadena fotosintética,
desde la oxidacién del H,O hasta la reduccién de
NADP ', es necesaria {a presencia de pequerias molécu-
las moviles que interconecten los tres complejos foto-
sintéticos. Las biomoléculas intermedias encargadas de
csta conexion redox son la plastoequinona (PQ) v res
proteinas pequeidias: plastocianina (Pe): ferredoxina (Fd)
y ferredoxina-NADP ™ reductasa (FNR).

La plastoguinona (PQ) es una molécula de cardcter
anfipdtico, que ticne una cabeza polar de tipo ccto-ben-
peno, con dos grupos ceto en el anillo bencénico (gui-
nona) capaces de reducirse para dar un difenol con dos
grupos hidroxilo (hidroquinona). Esta molécula tam-
bién tiene unida, como sustituyente del anillo, una cola no
polar hidrocarburo —|CH,—CH ((CH,)-CH,},—H.
Por este caracler antipdtico (polar + no polar) la plasto-
quinona se mezcla y difunde bien en la fase lipidica de
la membrana del nlacoide. El nimcero de plastoquino-
nas por centro de reaccidn es mids de uno, estimandose
que existe un acervo (en inglés, poof) de plastoquinonas
del orden dc 10 por fotosistema Ii, que se va reduciendo
y oxidando seglin el estado funcional del aparato foto-
sintético. Por su papel interconector, el pool de plasto-
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Figura 9-13. Modelo de asociacion en la membrana tila-
coidal de los 4 polipéptidos principales que componen el
complejo citocromo bf y sus cofactores o grupos prostéti-
cos. Estos componentes son: el citocromo f, con un grupo
hemo tipo ¢ localizado extrinsecamente en el lumen; el cito-
cromo b, con dos grupos hemo tipo b localizados dentro
de la membrana; la proteina de Rieske, con un centro sulfo-
ferro 2Fe-25; y la subunidad o proteina IV, que interviene en
la unién de las guinonas.

quinonas ejerce un accioén reguladora importante en el
funcionamiento de la cadena de oxido-reduccidn [oto-
sintética y es. en muchos casos, un punto de cruce de
csta via con otras vias redox.

Lu plastocianina (Pc) ¢s una proteina oxido-reducta-
sa pequefia, que se asocia de modo extrinseco a la mem-
brana tilacoidal en el lado del lumen y hacc de puente
redox entre el complejo citocromo b, f y el fotosistema
1. Es una proteina soluble en agua. de peso molecular 10
kDa, que [unciona como un lransportador clectronico
mdavil tomando un electrén del citocromo f que la redu-
ce y dandolo al P700 del fotosistema 1 que la oxida. El
arupo prostético reactivo de la plastocianina es un dto-
mo de cobre (Cu} ligado a 4 residuos aminoacidicos
(dos histidinas H. una cisteina C y una metionina M), en
un geometria casi tetraddrica. Fruto de su unién al co-
bre. la proteina tiene color azul.

La ferredoxina (Fd) cs otra protcina 6xido-reductasa
pequefia, de peso molecular 11 kDa, que contiene un
centro sullo-ferro de bajo potencial tipo [2Fe-28] y ac-
tia como aceptor de los electrones del fotosistema 1 en
¢l lado estromatico de la membrana tilacoidal. El centro
sullo-lerro cstd constituido por 2 dtomos de hicrro coor-
dinados, cada uno. con 4 azufres: 2 dtomos de azufre
inorginico centrales compartidos y otros 2 azufres da-
dos por radicales cisicina a cada hicrro. De este modo.,
cada dtomo de hierro presenta una geometria tetraédri-
ca. La ferredoxina, igual que la plastocianina, es una pto-
teina extiinseca de membrana soluble en agua y, por ello,
mavil, capaz de transportar electrones entre dos sistemas
redox. La principal funcién de la ferredoxina dentro de la
cadena clectrénica fotosintética es interconectar el foto-
sisterna | con la enzima final que reduce el NADP*,




llamada ferredoxina-NADP* éxido-reductasa (FNR).
La ferredoxina no tienc como tinica funcién reducir la
FNR, sino que es una proteina rcdox multifuncional,
involucrada en la reduccion de una serie de enzimas
solubles presentes en el estroma cloropldstico y, llama-
das enzimas dependicntes de ferredoxina. Estas enzi-
mas son la citada FNR; la ferredoxina-nitrito 6xido-re-
ductasa o, simplemente Namada, nitrito reductasa
(implicada en el metabolismo del nitrdgeno); la glutami-
na x-cetoglutarato amino-transferasa o glutamatoe sintasa
(implicada también en el metabolismo del nitrégeno) y
la ferredoxina-tiorredoxina oxido-reductasa o torredoxi-
na reductasa (implicada en el metabolismo del azulre)
(véase Capitulo 15).

La FNR es la (ltima proteina implicada en el flujo
fotosintético electrénico lineal al reducir NADP ™ para
dar NADPH. Para esia reduccion son necesarios 2 elec-
trones y | protén; por ello, la FNR debe interactuar con
2 ferredoxinas reducidas, cada una de las cuales le cede
un electron. EI H' es tomado del medio acuoso estro-
mélico, produciéndose un aumento del pH que contri-
buye a incremcntar la diferencia de pH trans-tilacoidal
(ApH). La FNR tiene 35 kDa dc peso molecular y tiene
como Unico grupo prostético una molécula de FAD 1i-
gada de modo no covalente. En la FNR de cianobacte-
rias se ha distinguido un dominio especial de unos 85
aminodcidos. localizado hacia el extremo amino, impli-
cado en el anclaje de la proteina a la membrana. Este
dominio parece no estar presente cn la FNR de plantas.

4.7. La ATP sintasa es un complejo
enzimatico con una parte en el tilacoide
y otra en el estroma

La sintesis fotoinducida del ATP sucede tras la cadena
redox fotosintética y es catalizada por el complejo enzi-
mitico ATP sintasa (0. simplemente, ATPasa). Su
composicidn se conoce con bastante detalle por ser un
enzima homélogo de la ATP sintasa mitocondrial aso-
ciada a la cadena respiratoria (véase Capitulo 14), cuya
estructura molecular ha sido recientemente determina-
da por difraccion de rayos X.

El mecanismo que mueve y posibilita la catilisis de
la ATPasa es ¢l gradiente de protones transversal origi-
nado por el flujo electrénico en ¢l tilacoide (véase Capi-
tulo 10). En la Figura 9-14 se muestra un csquema es-
tructural de la ATP sintasa cloropldstica que consta de
dos partes o dominios diferenciados: un dominio extrin-
seco ubicado en el estroma, Hamado CF,: y otro domi-
nio intrinseco insertado en la membrana tilacoide, lla-
mado CF,, que hace de conector con el lumen y es por
donde entran los protones. El dominio extrinscco esta
constituido por asociacién de 5 tipos de subunidades
polipeptidicas distintas: %, ff, v, &, &. Las subunidades x
y fi son las mds grandes, forman la cabeza del complejo
y se asocian en dos trimeros alternados (x-f5)5. A ellas
se unen los cofactores ADP y P, necesarios para formar
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Figura $-14. Modelo estructural esguematico de la ATP
sintasa cloroplastica que consta de dos dominios diferen-
ciados: dominio CF,, ubicado en el estroma, y dominio CF,,
insertadc en la membrana tilacoidal que hace de conector
con el lumen, por donde entran entran los protenes. El do-
minio extrinseco esta constituido por asociacidn de 5 tipos
de subunidades polipeptidicas distintas: =, f3, ¢, 7, «. Las su-
bunidades » y /f son las mas grandes, forman la caheza del
complejo y se asocian en dos trimeros alternadoes (x-f),. Los
dos dominios estan también unidos por una subunidad lar-
ga que esta anclada en a membrana y llega tambien hasta
el dominio extrinseco para sujetarlo.

el ATP. Las subunidades 7, d y & sirven de conexidn con
¢l dominio CF,,. Este dominio intrinseco estd constitui-
do por 4 tipos de subunidades polipeptidicas: I, IL, 111 y
I'V; y actda como un canal que permite el paso o [ujo
regulado de los protones, moviéndose a modo de rotor
por accién de cse flujo. Este giro o rotacién es transmi-
tido al dominio estromatico para inducir cambios de
conformacion en la cabeza de la ATP sintasa que posi-
bilitan la catdlisis enzimditica. La familia de los genes
que codifican las 9 subunidades polipeptidicas mencio-.
nadas de la ATP sintasa (5 de CF, y 4 dc CF;) se llama
atp y comprende 9 genes: atpA, B, C, D E F. G Hy L
Los genes arpC, aipl) y atp(G son codificados por el geno-
ma nuclear celular y el resto, por el DNA del cloroplasto.

5. GENETICA Y ORIGEN DEL APARATO FO-
TOSINTETICO VEGETAL

5.1. Los complejos proteinicos del tilacoide
estan codificados por el DNA cloroplastico
y por el DNA nuclear de las células
vegetales

Los polipéptidos gue integran los complejos proteinicos
del tilacoide estin codilicados por dos genomas distin-
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Figura 9-15. Esquema gue situa los polipéptidos que integran los cuatro complejos fotosintéticos del tilacoide {PSII, Cit bef,

PSl y ATPasa) segln estén codificados por el DNA cloroplastico (DNAcp), o por el DNA nuclear de cada célula vegetal. La

traduccion del genoma nuclear sucede en el citosol, mediada por los ribosomas tipo 80S, v la traduccidon del genoma
cloroplastico sucede en el estroma del cloroplasto mediada por los ribosomas 70S.

tos: el DNA presente en el estroma del cloroplasto, Ila-
mado DNA cloroplédstico (DNAcp), y el DNA nuclear
de cada célula vegetal. En la Fig. 9-15 se muestra, para
cada uno de los cuatro complejos folosintéticos (PSII,
Citocromo bf, PSI y ATPasa), qué polipéptidos estin
codificados por el genoma nuclear y cudles por el geno-
ma cloroplastico.

Los polipéptidos nucleares se traducen en el citosol
mediante la accion de los ribosomas celulares, de tama-
fio 80S. Tras la traduccion, estos polipéptidos son im-
portados al cloroplasto y procesados para poder ser en-
samblados. El procesado estd relacionado con el corte
de una secuencia sefial de transporte al cloroplasto (de
entre 30 y 80 aminodcidos} que estos polipéptidos lle-
van. Para el caso de los polipéptidos cloroplasticos, la
traduccion se realiza en el estroma mediante la accion
de los ribosomas del cloroplasto, de tamafo 70S. Es
significativo que todos los complejos tienen algunos
polipéptidos codificados en el micleo y otros en el clo-

roplasto. El fotosistema 1 es el Ginico que tiene mds poli-
péptidos codificados por el DNA nuclear que por el
DNA cloroplistico. El complejo citocromo bl liene
tan $6lo un gen nuclear. Esta meezcla de gences de dos
procedencias para la formacién de un determinado
complejo multi-polipeptidico hace que la expresion de
estos genes deba estar muy bien regulada y coordinada,
para evitar retrasos o faltas de algdn elemento polipep-
tidico que pudieran provocar errores en el ensamblaje
de los complejos.

El DNA cloroplastico (DNAcp) es un DNA circular
que tiene un tamaio de entre 130 000 y 160 000 parcs
de bascs y que, por estas caracteristicas, s¢ asemeja a un
DNA bacteriano. En la Fig. 9-16 se muestra un mapa
del DNAcp del arroz (Orvza sativa). En este DNAcp de
doble hebra, unos genes estdn codificados en la hebra
A, leida en sentido contrario a las agujas del reloj (estos
genes se indican cn la Figura 9-16 fuera del circulo);
otros genes estan codificados en la hebra B, leida en el
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Figura 9-16. Mapa genético del DNA cloropléstico del arroz {Oryza sativa). En este DNAcp, circular de doble hebra, unos

genes estan codificados en la hebra A, leida en sentido contrario a las agujas del reloj {indicados fuera del circulo); y otros

genes estan codificados en la hebra B, leida en el sentido de {as agujas del reloj {indicados dentro det circulo). En el DNAcp

se distinguen 2 regiones: una regién larga que codifica genes no repetidos (genes de copia simple) y consta de dos fragmen-

tos (LSC y SSC: Large Singie Copy region y Smail Single Copy region); y otra regidn gue esta duplicada {genes de copia
duplicada) (IR, e IRg).

sentido de las agujas del reloj (estos genes se indican
dentro del circulo). Ademds, en el DNAcp se distinguen
dos regiones: una mds larga que codifica genes no repe-
tidos (genes de copia simple) y consta de dos fragmen-
t0s (LSC y SSC: Large Single Copy region 'y Small Sin-
gle Copy region); y otra region que estd duplicada (genes
de copia duplicada} (IR, e IR,). Las metodologias para
transformacion y mutacién génicas en DNA de cloro-
plastos sc han desarrollado mucho en los dltimos afios y
estdn permitiendo la obtencion de numerosas plantas
transgénicas mutadas especificamente en ciertas protei-
nas fotosintéticas, lo cual tacilita mucho los estudios de
la funcidn de las mismas.

5.2. Evolutivamente, los cloroplastos
proceden de un organismo unicelular
fotosintético arcaico que invadié un
ancestro eucariético dandole la
capacidad fotosintética. Es la teoria
endosimbionte

La presencia de dos genomas independientes en las cé-
lulas vegetales. un genoma nuclear tipicamente euca-
ridtico y otro genoma cloroplastico parecido a los geno-
mas de procariotas, hace pensar en la posibilidad de un
origen evolutivo propio para los cloroplastos distinto al
del resto de las células vegetales. La presencia de ribo-




152 Fundamentos de fisiologia vegetal

somas tipo 70S dentro de la maquinaria de transcrip-
cion de los cloroplastos apoya el pensamiento de un ori-
gen procaridtico para estos organulos, ya que este tipo
de ribosomas es semejante al de bacterias y distinto del
80S cucaridtico. Otro razonamiento que favorece esta
idea sobre ¢l origen, es que los cloroplastos son plasti-
dios con una doble membrana, una de ellas externa la
cual es andloga estructural y funcionalmente a una
membrana plasmatica, aunque presenta una mayor per-
meabilidad. La presencia de esta membrana externa in-
dica que el orgdnulo ha podido en algiin momento estar
en contacto con un medio extracelular.

En lo que se reficre a la folosintesis, llama la aten-
cién que todo este proceso fisioldgico tan transcenden-
tal para la vida y la caracterizacion de los vegetales se
realice completamente dentro de un organulo celular,
de modo que el resto de la célula, aunque la regula y
controla, no realiza fotosintesis. Es decir, no hay cnzi-
mas o elementos fotosintéticos fuera del cloroplasto,

Todos estos argumentos han llevado a postular una
hipétesis sobre el origen en la evolucién de las células
vegetales eucariotas. La hipdtesis mantiene que un or-
ganismo unicelular fotosintético procariético arcaico
habria sido fagocitado por un ancestro eucariotico uni-
celular no fotosintético, quedando incluido en su cito-
plasma. Ambos organismos iniciarian asi una relacién
de simbiosis que, con el tiempo, daria lugar a un solo
organismo integrado, con toda una seric de capacidades
metabélicas fruto de la combinacion de las de ambos
predecesorcs, especialmente la capacidad fotosiniética
aportada por el organismo autdtrofo fotosiniético. Este
organismo procariético podria ser del tipo de las clano-
bacterias. La teorfa se denomina teoria endosimbionte.

L.a hipétesis de un origen endosimbionte también se
ha utilizado para explicar el origen de las mitocondrias,
gue son €l otro orgdnulo implicado en la biocnergética
celular, donde tiene lugar la respiracién. Los vegelales
también tienen mitocondrias en sus células con las que
respiran como via energética alternativa a la fotosinte-
sis (véase Capitulo 14).

RESUMEN

La radiacién solar que llega a la Tierra abarca una am-
plia franja del espectro radiativo electromagnético,
dentro del cual una parte significativa s la radiacion
luminosa. Esta luz es fuente de energia primaria para la
biosfera ya que, mediante el proceso fisiologico deno-
minado fotosintesis, determinados organismos vivos
autétrofos son capaces de absorber y utilizar parte de
esa energia luminosa solar. Entre los organismos foto-
sintéticos, los vegetales son los principales y la fotosin-
tesis distingue y define el reino vegetal, determinando
la estructura y la fisiologia de las plantas. El tipo de
fotosintesis que realizan los vegetales se caracteriza por
la formacidn de oxigeno como subproducto; por ello se
le denomina fotosintesis oxigénica. En el proceso de la

fotosintesis se pueden distinguir dos fases; una primera
de absorcidn y conversidn de energia luminosa en ener-
gia electroquimica redox, y otra segunda, de asimila-
cion de elementos quimicos csenciales para la sintesis
biomolecular. La fotosintesis en plantas superiores tic-
ne lugar en tejidos fotosintéticos localizados mayorita-
riamente en las hojas, que son drganos especializados
en esta funcién. A nivel celular, la maquinaria fotosin-
tética se localiza en los organulos subcelulares llama-
dos cloroplastos, separados del citosol por una envoltu-
ra de doble membrana. Los cloroplastos contienen
también un intrincado sistema de membranas internas,
las cuales se denominan membranas tilacoidales y sc
plicgan dando dobles membranas (lamelas) que pueden
formar laminas paralelas separadas (lamelas estromdti-
cas) o apiladas en discos (lamelas grana). Las membra-
nas tilacoidales incluyen todo el aparato biomolecular
necesario para llevar a cabo la primera fase de la foto-
sintesis, es decir, son las membranas fotosintéticas don-
de se encuentran los 4 complejos proteinicos que fun-
cionan hasta producir NADPH y ATP. Los tres
primeros estdn implicados en la transferencia electréni-
ca ¥ proténica a través de la membrana tilacoide en
contra de gradiente: realizan estas transferencias por-
que son complejos proteinicos transmembrana gue con-
tienen engarzada en su esqueleto una serie de moléculas
con capacidad redox reversible. Dos de estos complejos
son fotosistemas: el fotosistema I v el fotosistema 11.
El tercer complejo es un sistemna conector entre ambos
totosistemas, llamado complejo citocromo b, f. El
cuarto complejo, la ATP sintasa, es distinto, pues no
interviene en la transferencias citadas, sino que utiliza
¢l gradiente de protones que los otros complejos han
originado, para sintetizar ATP en ¢l lado estromdtico a
partir de ADP y Pi. Los numerosos polipéptidos que
integran estos 4 complejos protefnicos fotosintéticos cs-
tin codificados por dos genomas: ¢l DNA quc existe
dentro del cloroplasto, llamado DNA cloroplistico
(DNAcp), v el DNA nuclear de cada célula vegetal.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. ;Qué diferencia de intensidad de luz hay sobre una mesa
iluminada con una limpara de 50 watios v una mesa
puesta al aire libre en un dia de sol sin nubes?

2, Basados en la ecuacién de la fotosintesis, calcule cudnto
oxigeno se desprende a la atmosfera por litro de agua uti-
lizado por una planta en la primera fase de la fotosintesis.

3. La fotolisis del agua y la reduccion del NADP ' suceden
en espacios subcelulares distintos. (Cuodles son esos espa-
cios difcrenciados ¥ qué implicaciones tiene esta distri-
bucién por zonas en la funcidn fotosintética global?

4. ;Cuiles son las protefnas que uncn los principales cofac-
tores del core o nicleo central del fotosistema 1 v del
fotosistema 17

5. Cudl es la explicacién actual mas verosimil sobre el ori-
gen de los cloroplastos de vegetales?
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CAPITULO

10

UTILIZACION DE LA ENERGIA LUMINOSA

EN LA FOTOSINTESIS

Javier De Las Rivas

1. Absorcion y conversion de la energia luminosa. 2. Cadena de transporte electronico fotosintético. 3. Dinamica del apara-
to fotosintético. 4. Fotorregulacion y fotoinhibicion del aparato fotosintético. 5. Coordinacion y proporcién en la produc-

cion de ATP y NADPH.

1. ABSORCION Y CONVERSION
DE LA ENERGIA LUMINOSA

Este capitulo se centra en explicar ¢cémo funciona el
aparato fotosintético de vegcetlales, cuya morfologia y
estructura han sido ya presentadas con detalle en el Ca-
pitulo 9, asi como gran parte de los conceptos y térmi-
nos usados en este capitulo.

1.1. Globalmente, un fotosistema esta
constituido por una antena asociada a
un centro de reaccion

Para que la fotosintesis funcione, es cscncial que una
parte del aparato biomolecular fotesintético sea sensi-
ble a la luz. Esta fotosensiblidad vienc dada por la exis-
lencia de sistemas moleculares que son capaces de ab-
sorber la luz (encrgia luminosa), transmitir la energia
absorbida y convertirla (o transducirla) en una cnergia
no radiante, estable y acumulable, como es la energfa
guimica.

El sistema o unidad bdsica esencial para ¢l funciona-
miento de todo aparato fotosintético es, precisamente,
el fotosistema, el cual es capaz de realizar estos pasos
de absorcién, transmision y conversion.

Funcionalmente, un fotosistema cstd constituido por
un clemento nuclear o central llamado centro de reac-
cién, hacia donde sc canaliza 1a energia de excitacion
{*} v en donde esta energia pasa a transformarse en
energia quimica de tipo redox (-/+) mediante una cade-
na de transportadores dc electrones. Asociado a este
elemento central, el fotosistema ticne un elemento lla-
mado antena, que es colector o cosechador de luz por-
que es capaz de absorber los fotones que Ie llegan cuan-
do estd sometido a iluminacién y. luego, transmite la

energia absorbida en forma de excitones hasta el centro
de reaccion. En la Fig. 10-1 se muestra un esquema ge-
neral de la integracion de los dos componentes de un
fotosistema: anlena y centro de reaccion.

Los dos fotosistemas de plantas, fotosistema [y foto-
sisterna II, estdin constituidos por un centro de reaccién
al que se asocia, respectivamente, un complejo antena:
LHCI y LHCII. Tanto las antenas como los centros de
reaccion tienen pigmentos fotosintéticos (clorofilas y
carolenoides) como clementos fotosensibles, es decir
moléculas que absorben parte de la radiacion luminosa.
Por otro lado, los centros de reaccidon incluyen en sus
polipéptidos centrales toda una serie de clementos o
grupos redox especiales que realizan el transporte elec-
tronico fotosintético originado tras la conversidn ener-
gética de excitones en electrones (véase Capitulo 9).

Dada la complejidad de los fotosistemas y demds
proteinas fotosintéticas, no es de extrafiar que no haya
todavia acuerdo completo entre los distintos investiga-
dores sobre la identidad cxacta de los elementos o gru-
pos redox que participan en cada una de las etapas indi-
viduales de transterencia de clectrones. Asi, s normal
quc a determinados elementos redox, detectados por al-
gunas propiedades espectrales y fotoguimicas, se les
designe con un simbolo arbitrario que dice muy poco de
su naturaleza quimica. De hecho, la diversidad quimica
de estos elementos redox es muy grande. Pucden ser
atomos, moléculas, agrupaciones atémicas ¢ molecula-
res o, incluso, grupos activos de los mismos residuos
aminodcidos integrantes de los polipéptidos. Por esta
razén, también es dificil decir si son 0 no cofactores o
grupos prostéticos, considerando los fotosistemas como
enzimas,

En al apartado 1.2 se describe el funcionamiento de
las antenas en la absorcion y transmision de energia, y
en el apartado 1.3 se describe la conversion foto-elec-
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Figura 10-1.

\ 2H,0

Esquema que integra los 2 componentes de un fotosistema: antena y centro de reaccidn. Las clorofilas (Cl}

de la antena se agrupan en conjunios de longitud de onda creciente (650, 660, 670, 680 nm) y ceden su exciton a las

clorofilas centrales del centro de reaccion que pasan al estado excitado (Cl*) y, tras ceder un electrdn, al estado oxidado

cation (C17°). Los siguientes elementos redox, aceptores (A) y danadores (D), estan asociados en cadena hasta oxidar agua
y reducir NADP '.

troquimica realizada en los centros de reaccidén. En la
seccion 2 de este capitulo se explica el funcionamiento
de la cadena de transporte electrénico fotosintético,
describiendo los elementos redox activos que Ja compo-
nen. .

1.2. Las antenas, colectores de luz, absorben
fotones y transmiten excitones

El funcionamiento de una antena comienza con la ab-
sorcidn de la luz que le llega. La absorcién de luz por
un pigmento es la absorcién de la energia de los fotones
con longitudes de onda capaces de excitar dicha molé-
cula pigmento, es decir, de alterar la energia de los elec-
trones de sus orbitales moleculares més externos. Para
una antena, su espectro de absorcién global es el resul-
tado de Ja suma de los espectros de absorcidn de todos
los pigmentos que la constituyen o integran. Como se
ha explicado en el Capitulo 9, el resultado de la absor-
cidn de un fotdn por un pigmento es la transicion de la
molécula desde el estado electrénico fundamental o ba-
sal {(S;) de minima energia, a uno de los estados excita-
dos predeterminados (S,. S,. ete.), de mayor contenido
energético. '

Los diversos procesos que median la relajacién del
estado excitado de una molécula compiten entre si, pre-
dominando entre ellos los mds rapidos. Cualquier utili-
zacion con fines metabdlicos del excitén o energia extra
del estado excitado debe evitar la relajacidn tiitil, lo que
solo es posible si se ofrece una ruta conservadora de
energia que sea atin mds rdpida que los procesos disipa-

dores (véase apartado 2.2 del Capitulo 9). Los factores
que determinan la contribucidn de cada uno de los pro-
cesos alternativos de relajacién son lanto intrinsecos
{dependientes del propio pigmento) como extrinsecos
{(es decir, dependientes de las interacciones con otras
moléculas cercanas). En general, la vida media de un
estado excitado singlete de una molécula aislada no
suele exceder de una fraccién de microsegundo. lo que
da idca de las altas constantes dc velocidad de las rutas
por las que transcurre su relajacion (k = 107 ° s). Para
las clorofilas, la vida media del estado excitado es adn
menor. del orden del nanosegundo (10 7 s), y mds cor-
ta todavia es la de los carotenoides. La razén de la rapi-
dez de estos procesos es que no estin impedidos por
barreras de activacion, ya que sélo implican saltos elec-
trénicos entre orbitales de la misma molécula y cam-
bios vibralorios de los enlaces. Cuando varias molécu-
las de clorofila estdn acopladas excitdnicamente (como
ocurre en las antenas), la vida media de sus estados ex-
citados se hace, incluso, mucho mads corta y pasa al or-
den de los picosegundos (puede oscilar entre 1y 100 x
10 12 5). De este modo, la via de transferencia excitd-
nica es la mas rapida y prcedominante, por ser la via mas
eficaz para que moléculas de clorofila interconectadas
se transmitan ta energia absorbida de modo ultra-ripi-
do. Por todo ello, este es el mecanismo clave de funcio-
namiento de una antena, que ¢s como un mosaico de
clorofilas engarzadas sobre el cual los excitones se
mueven al azar en picosegundos de una clorofila a sus
contiguas. La Fig. 10-2A muestra esta idea.
Organizando las clorofilas de modo acoplado, se lo-
gra también un importante efecto cooperativo en la ab-
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trales P {(en negro), que hacen de sumidero por tener un

nivel energético de excitacion mas bajo, como se muestra
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sorcion de la radiacion luminosa incidente. Se ha esti-
mado que, para una irradiacion solar de 2000 gmol
fotones - m~% - s ! (valor en un dia claro de sol a me-
diodfa), una molécula de clorofila ¢ absorbe aproxima-
damente unos 10 fotones por segundo. Si los fotosiste-
mas [ y Il estuviesen constituidos por una sola clorofila,
con 10 fotones por segundo no serfan capaces de mante-
ner las tasas de asimilacidn fotosintética que se obser-
van en la realidad en las hojas. El efecto cooperativo
logrado con el acoplamiento excitonico de miltiples
clorofilas en las antenas permite disponer de unas 200
clorofilas por fotosistema. De este modo, en un segun-
do se pueden absorber hasta 2000 fotones por centro de
reaccion,

Dentro de las clorofilas incluidas en las antenas se ha
observado también una jerarquizacidén basada en una
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modulacién del nivel energético de absorcién de ciertos
grupos de clorofilas (véanse Figs. 10-1 y 10-2). Asi, se
han detectado en las LHC grupos de clorofilas que tie-
nen un maximo de absorcion distinto, con longitudes de

-onda crecientes: clorofilas b de 650nm —clorefilas a de

662 nm —clorofilas « de 670 nm — clorofilas a de 677
nm. Es decir, son grupos de clorofilas con niveles ener-
géticos ligeramente decrecientes, lo cual permite una
canalizacién de la energia de excitacion por esa pen-
diente energética. De hecho, se ha detectado que los
grupos de clorofilas de mayor energfa tienden a locali-
zarse en la periferia (antena cxtrinseca), v los de menor
energia, mis cercanos a los centros de reaccion (antena
intrinseca). Por otro Iado, en el nicleo de cada fotosis-
tema existe un grupo cspecial de clorofilas gue tienen
un nivel energético claramente menor que el resto de la
antena y gue cstan implicadas en el dltimo pase de la
funcion de la antena, y primera del centro de reaccion.
Su funcién se describe 4 continuacidn.

1.3. La conversion de excitones en electrones
sucede con la primera separacion
de carga en los centros de reaccion

Existe la posibilidad de que la relgjacion del estado
excitado de una molécula conduzca a una nueva confi-
guracion electrénica estable (esto es, a un estado funda-
mental) distinia de la original. Esta nueva configura-
cién supone una transformacion quimica, ya que se
modifica la distribucién de los electrones de valencia.
Si el producto de la reaccidn fotoquimica contiene mas
energia interna que el pigmento que absorbio original-
mente el fotén, tal producte conserva como energia qui-
mica de enlace parte de la energia de la luz absorbida.
Tal es la base de la conversion o transduccidén de ener-
gia, que sucede en los centros de reaccion fotosintéti-
COs.

La Fig. 10-1 muestra que la zona comiin, donde se
realiza la interconexién entre la antena y el centro de
reaccion de un fotosistema, estd constituida por unas
clorofilas especiales que constituyen el punto de térmi-
no de la transterencia de energia de excitacion (Chl +
hv = Chl*) y el punto de inicio de la primera separa-
cién de carga y transferencia de un electron (Chl* —
le” = Chl"). Gracias a estas clorofilas especiales, su-
cede la conversidn de la energia exciténica en energia
electroquimica redox.

Estas clorofilas especiales de los fotosisterna [y I1 se
llaman P700 y P680, respectivamente. La P viene de
pigmento y 700 & 680, de la longitud de onda (en nm) a
la cual estas clorofilas tienen su méxime de absorcion
en la zona del rojo. Estas clorofilas tienen un nivel ener-
gético en su estado excitado (P*) mis bajo que todas las
clorofilas de las antenas (véase Fig. 10-2B). Por ¢llo, se
diferencian marcadamente de ellas, y actian como su-
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midero o trampa energética, ya que en cllas el excitdn
queda atrapado de modo irreversible,

En las inmediaciones dc estas clorofilas (P) s¢ en-
cuentra otra molécula (A), con un orbital vacante de
menor energia que el ocupado por el clectrdn excitado
desaparcado de P*, de modo que se puede producir la
transferencia de ese electron entre P y A. En esta trans-
ferencia, la clorofilas especialces excitadas (P*) actian
como agente altamente reductor donador del electrén y
pasan a estado oxidado (P*); la molécula gue gana un
electrdn, el aceptor primario, queda en estado reducido
(A7) (véase Fig. 10-1). Ambas moléculas, Py A, que-
dan con un electron desaparcado, es decir, como radica-
les libres: el donador como catién y el aceptor como
anién. Tanto en la fotosintesis oxigénica de plantas
como en la anoxigénica de bacterias, las reacciones foio-
quimicas primarias son siempre separaciones de carga
eléetrica de este tipo. Los radicales idnicos producidos
en la primera reaccion fotoquimica (P*A ™) conservan
una fraccién importante de la energia del fotén absorbi-
do. pero convertida en una energia quimica redox que
s¢ puede medir por la diferencia de potencial redox
(AE) existente entre P* y A~ Normalmente, P~ es al-
tamente positivo (es decir, altamente oxidante) y A~ ¢s
altamente negativo (es decir, altamente reductor) y, por
ello, a continuacidén mueven una serie de transforma-
ciones electroquimicas redox en cadena, que se suelen
llamar secundarias, que son exergdnicas espontdneas
porque van a favor de potencial redox.

Las clorofilas especiales oxidadas (P™) tras ceder el
electrdn, actdian en un segundo paso como fuertes agen-
tes oxidantes que captan un ¢lectrén de un primer dona-
dor cercano (D), siendo as{ re-reducidas y, con ello, re-
cobran su estado basal original (P) en ¢l que podrin ser
excitadas de nuevo si reciben otro exciton. Con este se-
gundo paso se llega al estado D™ P A, que luego pasa-
ria Dy D; P A, AJ y asf sucesivamente. De este
modo, toda la seri¢ de elementos donadores y aceptores
redox contenidos en los centros de reaccidn se conecia
creando una cadena de transporte electrénico en cada
fotosistema. Los componentes de 1a cadena clectronica
totosintética son explicados en los apartados siguientcs.
La Fig. 10-1 muestra el donador inicial (agua) y el
aceptor final de electrones (NADP ™) de esta cadena.

Es importante recalcar que la clave de este proceso
de conversion energética estd en la existencia de esas
clorofilas especiales (P), capaces de absorber irreversi-
blemente un excitén para convertirse en un agente alta-
mente reductor (P*) y, luego, en un agente altamentc
oxidante (P7). Es decir, se mueven de modo ciclico en
3 estados (véase Fig. 10-1). Las clorofilas son las bio-
moléculas que reunen las propiedades fisico-quimicas
especiales para esta funcion, y se encuentran en todos
los centros de reaccidn de organismos fotétrofos cono-
cidos.

Existe diferencia entre el salto energético (AEg) que
cada uno de los sistemas P conocidos es capaz de reali-
zar (Fig. 10-3). La amplitud de este salto esti retaciona-

da con los donadores y aceptores sccundarios de los
cuales cada fotosistema dispone y con la naturaleza mo-
lecular especifica del nicleo de cada totosistema. En la
Fig. 10-3 se observa que el salto energético mas grande
de los conocidos corresponde al PO&0 de fotosistema 11,
comparados con los saltos realizados por ¢l P700 de
fotosistema I, el PR40 de bacterias verdes y ¢l PE70 de
bacterias purpdreas.

Las clorofilas aisladas en disolucidon no son capaces
de realizar esta funcién fotogquimica. La fugacidad del
estado excitado de P hace neccsario maniener a los do-
nadores y aceptores a la distancia precisa y con la orien-
taci6n adecuada para que los orbitales implicados se so-
lapen y el salto electrénico entre ellas esté favorecido.
La forma en que esto se consigue ¢s haciendo que los
elementos reactantes (A, P, D) formen parte de prolei-
nas, a las que se unen interactuando especificamente
con residuos polipeptidicos, con lo cual mantienen una
disposicion espacial dptima adecuada. Esto significa
que las proteinas del aparato fotosintético intcgrado en
la membrana tilacoidal constituyen la sede especilica
de pricticamente toda la cadena clectroquimica fotosin-
tética. Con las clorofilas P asociadas a las proteinas, la
separacion inicial de cargas ticne lugar en pocos picosec-
gundos (1 ps = 107 '% ), un tiempo varios 6rdenes de
magnilud mds corlo que lo que tardan en ser operativas
las rutas alternativas de relajacién del cstado excitado
de P.

2. CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO
FOTOSINTETICO

2.1. El fotosistema Il contiene los primeros
elementos redox implicados en la cadena
fotosintética desde agua a
plastoquinona

Los elementos redox implicados en la transferencia
electrénica desde agua a plastequinona dentro del foto-
sistema Il son, por orden. los siguientes:

2 H,0---Mn,—Tyr,—P680(Cla,-Cla,)
(Lado donador-L.UMEN)
—Feo—Q,—(Fe' T )—0Q,--2 PQ
{Lado acepfor-ESTROMA)

Que tras el proceso global de éxido-reduccidn, se
transforman en O, y PQH,:

(+4H ") O,---Mn,—Tyr,—P680(Cla,—Cla,)

—Feo— Q,—(Fe*")—Qy---2 PQH, (—4H™)
Estequométricamente, se trata de una reaccion glo-
bal de 4 electrones que fluyen de uno en uno. Es decir,

€S una reaccion que se repite en ciclos de4 veces, ini-
cidndose cada vez con la primera separacion de carga
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desde P686*. Sobre P60 se realiza la conversion de la
energia de excitacion (*) en una transferencia electroni-
ca, para dar un primer radical cation (P80 ) y el pri-
mer anion que es la feofitina (Feo |, clorofila sin Mg).
Este doble radical luego sc va transmitiendo a los res-
pectivos elementos redox anejos aceptores (derecha} y
donadores (izquierda), hasta Mn, ¥ Q,:

2 H,0---Mnj —Tyr,-P680(Cla,—Cla,)—Feo—
(D,\_(Fe2 I )_Ql; '"PQ

Las dos primeras cargas se acumulan en los extre-
mos, y llega otro foton que produce una segunda scpa-
racion de carga consecutiva:

2 H,0---Mn} *—Tyr,—P680(Cla,—Cla ,)—Feo—
Qu—(Fe? ")—Q, ---PQ

Entonces, la quinona mdvil del lado aceptor toma
dos protones (2 H') del estroma y da plastoquinol
{(PQH.,) que sc libera del fotosistema 1L, y una segunda
molécula de plastogquinona oxidada (PQ = Q) entra
en su lugar. El fotosistema vuelve a asimilar otros dos
totones que inducen otras dos separaciones dc carga
iguales a las descritas, quc se vuelven a acumular en los
extremos. Con 4 cargas acumuladas, el cluster de man-
ganeso (Mn; * 7 *) es capaz de oxidar dos moléculas de
agua (2 H,O) liberando una molécula de oxigeno (O} ¥
cuatro protones en el lado donador (lumen. +4 H™):

Mn; * " T —Tyr,—P680(Cla,—Cla,)—Feo—Q,—
~——(Fe? " )—Q, y Q4
(+4H*) O,—Mn,—Tyr,—P680(Cla,-Cla,)
—Feo—Q,—(Fe* ™) Q-2 PQH, (—4H ")

Salto energético (AE}) de los principales sistemas P conocidos: P680 de fotosisterna II; P700 de fotosistema |;
P840 de bacterias verdes sulfureas; P870 de bacterias purpureas.

El elemento central, P680, cstd molecularmente
constituido por un conjunto de clorofilas. Los datos mds
recientes parccen indicar que se trata de, al menos, 4
clorofilas asociadas multiméricamente (dos dimeros),
es decir, 4 clorofilas cuyas nubes electrdnicas estdn aco-
pladas y, tras absorber lua energia excitonica (P680*), se
comportan come un clemento unitario capaz de soltar
un cleetrén y dar lugar a un radical catidnico, P680™,
altamente oxidante. El ¢lectrén soltado pasa a una feo-
fitina (Feo ™ ). que es como clorofila pere sin magnesio
en el anillo tetrapirrol. El siguiente aceptor es una qui-
nona fija, Q,, y el tltimo accptor ¢s otra quinona movil,
Q. que cuando se reduce sc intcrcambia por otra del
conjunto (peol) de plastoquinonas (PQ) libres que na-
dan en la membrana tilacoidal (unas 10 moléculas por
fotosistema D). Entre ambas quinonas, Q, y Q.. hay un
atomo de hierro no heminico (Fe? ™) que interviene en
la canalizacién del transporte electrénico entre ellas.
Quien da el primer clectrén a P60, por el lado dona-
dor, es un aminodcido tirosina de la proteina D1, llama-
da Tyr,. La tirosina toma, a su vez, ¢l electron del ofus-
ter de manganeso, constituido por 4 atomos de
manganeso, Mn,. Este conjunto de 4 manganesos coor-
dinados es capaz de oxidarse cuatro veces consecutivas
cediendo un electrén cada vez, y acumulando un estado
final tetra-oxidado (Mn} ™ 7 ) que es el que arranca los
electrones del agua, produciéndose la fotdlisis del agua.

El fotosistema | contiene los Oltimos
elementos redox de la cadena
fotosintética entre plastocianina y
ferredoxina

Los clementos redox implicados en [a transferencia
electrénica desde plastocianina (Pc) a terredoxina (Fd)
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dentro del fotosistema I son, de modo ordenado, los si-
guientes:

Pc---P700(Cla, }—(Cla)—A ,(Cla)—A | (vit K,)}—
{Lado donador-LUMEN)
F.(4Fe-45S)—F ,(4Fe—45)«»F (4Fe-45)---Fd
(Lado acepror-ESTROMA )

Al igual que cn el otro fotosistema, sc¢ produce una
reaccion global de transferencia de un electrén que pasa
de un clemento redox al siguiente, inicidndose la sepa-
racion de carga en el elemento central. P700, cuando a
€l llega la encrgia de un fotén-excitén desde las antenas
(P700*). El radical catién-anién s¢ va transmitiendo
desde P700 a los respectivos elementos anejos, hasta
oxidar plastocianina (Pc) y reducir ferredoxina (Fd),
que son dos proteinas redox que s¢ cncuentran va fuera
del fotosistema I:

Pe---P700(Cla,) *—(Cla)-A o (Cla)—A (vit K, }—
Fy(4Fe-4S)—F (4Fe-4S) F,(4Fc-48) -—-Fd

La plastocianina se oxida cediendo un clectrén a
P700 y la ferredoxina sc reduce tomando un electron de
F,. con ello, se concluye el flujo electrénico a lo largo
del fotosistema I:

Pe ' ---P700(Cla,)—(Cla)—A ,(Cla)— A (vit K )—
F,(4Fe-48)-F, (4Fe-48)«»F,(4Fe-48)---Fd

El clemento central, P700, ¢s un dimero de clorofilas
a acopladas exciténicamente. Estas clorofilas absorben
la cnergia exciténica (P700%) y se comportan como un
elemento unitario capaz de soltar un electrén y dar hu-
gar a un radical catidnico oxidante P7007. El electrén
soltado pasa a A, que es también una clorofila «. Esta
transtercncia se realiza, quizds, a través de otra clorofila
accesoria intermedia. A, cede el ¢lectrén a una fitogui-
nona {(vitamina K,) nombrada A,. A continuacién. in-
tervienen cn la transferencia tres grupos sulfo-férricos,
constituidos por 4 dlomos de hierro y 4 dtomos de azu-
fre (4Fc-4S), denominados: Fy, F,, F, (a veces también
llamados A,, A, v A,). Tras la reduccion de F,, los
siguientes cofactores, F, y Fg, no reciben los electrones
consccutiva sino alternativamente, es decir, el flujo
electrénico pasa por uno u otro de modo alternado en
equilibrio.

2.3. El esquema en Z incluye los dos
fotosistemas y el resto de los elementos
que completan la cadena fotosintética
desde H,0 a NADP"

Toda la serie de elementos que se oxidan y sc¢ reducen
alternativamente, presentes tanto en los dos fotosiste-

mas como en el complejo intermedio citocromo b, f, v
los elementos unitarios intermediarios entre ellos (plas-
toquinona, plastocianina, terredoxina y FNR) constitu-
ven la cadena de transporte electronico fotosintético.

El primer donador de electrones de esta cadena es cl
H,0 que sc oxida en el lumen, y el liltimo aceptor es el
NADP* que se reduce en ¢l estroma cercano al tila-
coide. De este modo, csta cadena da lugar a un flujo
clectronico lineal desde H,O a NADP", hasta trans-
formarlas cn O, y NADPH. Estequiométricamente la
redaccion se puede escribir como:

2H,0 + 2NADP™ - O, + 2NADPH + 2H"

Esta reaccion global supone un tlujo de paso o de
intercambio de 4 electroncs (4 e ) entre los dos reac-
tantes que estd acoplado a un intercambio transversal
lumen-estroma de 8 protones (8 H™) en total (véansc
apartados 2.4 y 3).

Cada uno de los elementos dxido-reductores de la
cadena fotosintética tiene un determinado potencial
redox (Ej). de modo que si se representan todos ellos
en una grafica, sc obtiene el ltamado esquema en Z
(Fig. 10-4), en que la cadena queda representada como
una Z invertida, correspondiendo los dos palos a los
dos saltos cnergéticos que suceden en el clemento P
del ndcleo de cada fotosistema. Eslos dos elementos,
P680 y P700, son los que reciben los excitones y reali-
zan las primeras separaciones de carga que mueven la
cadena fotosintética. Ya se ha comentado que las for-
mas P* son altamente reductoras v las formas P* son
attamente oxidantes. De hecho, POB0* tienc un poten-
cial redox en torno a —0.67 V y P6807, un potencial
en torno 4 +1.17V: de modo andlogo. P700* tiene un
potencial redox ¢n torno a — 1.20 V y P7007, un po-
tencial en torno a +0.49V, Con la absorcién de la ener-
gia de un excitéon. cada uno de los dos fotosistemas
hace de bomba que impulsa el flujo electrénico al ori-
ginar un salto contra gradiente de potencial redox (sal-
1o de valores positivos de Ej;, a valores méds negativos).
Estos saltos dan diferencias de potencial de valor: AE
= [.B4 V en el fotosistema [l y AE; = 1.69 V en ¢l
fotosistema I. El resto de las transferencias redox se
produce a continuacién a favor de gradiente de po-
tencial (de valores mas negativos a mas posilivos) v,
por ello, suceden de modo cspontineo (son reaccio-
nes exergonicas). La Fig. 10-4 muestra ¢l esquema en
Z con los saltos energéticos mencionados y el resto
de los elementos redox incluidos ¢en la cadena foto-
sintética.

El flujo principal es lincal desde H,O hasta NADP ™
pero, en ciertas circunstancias, el flujo electrdnico pue-
de scguir las llamadas vias ciclicas. En estas vias cicli-
cas los electrones no llegan hasta NADP ™. sino que flu-
yen de modo ciclico en torno a un fotosistema mediante
una re-conexion hacia atrds, desde elementos redox de
potencial negativo gue han recibido los electrones de
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Figura 10-4. Esguema en Z detallado, situando en serie cada unc de los elementos oxido reductores de la cadena fotosinté-
tica en la escala de potencial redox (AE).

P# hacia elementos redox de potencial mds positivo que
son donadores de P . Este tipo de {lujo electrénico ci-
clico fue descrito por primera vez hace més de treinta
anos por D. I. Arnon para el caso del fotosistema I, y la
funcidn principal que se le atribuye es la de ser una via
de obtencidén de ATP sin nceesidad de obtener a la vez
poder reductor (NADPH). En este flujo ciclico, junto al
fotosistema [ intervienc ¢l complejo citocromo b,f y, a
través de él, se da una translocacion de protones del
estroma al lumen cuya acumulacidn es la fuerza que va
a permitir la sintesis de ATP acoplada a la cadena folo-
sintética {véase apartado 2.3).

A pesar de haber sido descrito hace tiempo, todavia
no se conoce el mecanismo molecular preciso de ta via
clectrénica fotosintética ciclica en torno al fotosistema
I. Cabe destacar la importancia de la intervencion de un
citocromo (principalmente el citocromo b, ) ¥ de quino-
nas (cl pool de plastoquinonas) en el proceso v la rela-
cion directa que estos elementos tiencn con la translo-
cacién de protones. En cste sentido, mds recientemente
se ha postulado la posibilidad de que en torno al fotosis-
tema II exista otro flujo electrénico ciclico en el cual
intervendrian también un citocromo (citocromo b359) y
el pool de plastoquinonas (véase Fig. 10-4). La posible
existencia de esta segunda via ciclica y su funcion pare-

cen estar relacionadas con el proceso fisioldgico de la
fotoinhibicion descrito en el apartado 4 .

2.4. La fotdlisis del H,O produce oxigeno
molecular, O, y los electrones y
protones que se transmiten hasta

NADP ' para dar NADPH

Un punto especialmente importante y stgnificativo de
la cadena redox folosintética es la primera reaccidn, ¢n
la cual se produce la oxidacion del agua, también lla-
mada fotolisis del agua. En esta reaccion, los vegetales
originan como subproducte oxigeno molecular (O,),
gas que difunde fuera del cloroplasto y de la célula y es
soltado a la atmésfera a través de los estomas. El aporic
de oxigeno a la atmésfera por la accion de los organis-
mos fotosintéticos oxigénicos es un hecho transcenden-
tal para la dindmica y ¢l cquilibrio de la biosfera tal y
como hoy la conocemos. Todos los organismos heterd-
trofos somos dependientes de ese oxigeno para nuestros
procesos vitales, va que nuestra bioenergética celular se
basa en la respiracién que necesita oxigeno como sus-
trato esencial.

La oxidacion del agua (H,0} requiere la extraccion
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de cuatro elcctrones para la lormacién de una molécu-
la de oxigeno {O,), pero el fotosistema Il proporciona
las cargas positivas una por una, separando una carga
eléctrica por fotén absorbido. Para comprender el me-
canismo de esta reaccion, es necesario relacionar la
produccion de oxigeno con el consumo de los electro-
nes. En 1969, Pierre Joliot y cols. demostraron que si se
dejan cloroplastos en la oscuridad durante algunos
minutos «flases» y después se iluminan mediante deste-
llos o flases intensos y breves (10 microsegundos o me-
nos), de manera que todos los centros de reaccion del
fotosistema Il queden excitados una sola vez, sc consta-
ta que la produccidn de oxigeno es casi nula después de
los dos primeros destellos, alcanza un miximo después
del tercero y, a continuacion, presenta un comporta-
miento oscilante de periodo 4 durante la iluminacion
con los destellos siguientes —es decir, el maximo se
alcanza cada cuatro destellos—. La interpretacion sen-
cilla dc estos resultados fue que el ciclo de oxidacién
del agua incluia cinco estados S (nombrados de S, a
S4). correspondientes a cinco formas lransitorias cada
vez mds oxidadas del fotosistema Il (Fig. 10-3). El re-
torno del estado S, el mds oxidado (el menos rico en
electrones), al estado S, irfa acompanado de la produc-
cion de oxigeno. Por el tipo de sefial que cmilian estos
estados, se identificd que ¢l clemento quimico principal
quc intervenia era manganeso (Mn), En clecto, luego se
demostrd que el lotosistema I activo tiene 4 dtomos de
manganeso unidos a su estructura proteica, constituyen-

Feo-
\2A50—500 ps
Q,

20 100-500 2 POH,
ps HS fo
B _
2e
2P0 + 2H-
PB8O:

40-280 ns
Z hr

e/ .\\ . 100 fs
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Figura 10-5. Esgquema de los elementos redox que trans-
portan electrones dentro del fotosistema Il desde el agua a
la plastoguinona, incluyendo los cinco estados {de S, a S,}
del cluster o centro de manganeso (Mn,) que oxida el agua.
Junto a las flechas se indican los tiempos o intervalos de
tiempo en los que sucede cada transferencia.

do lo que se denomina cluster o centro de manganeso.
Si los manganesos se extraen mediante tratamicntos
quimicos (pH superior a 9, adicion de aminas o de
agenltes reductores), desaparece la capacidad del foto-
sistema Il para oxidar el agua. El manganeso es un me-
tal susceptible de presentar numerosos estados de oxi-
dacién, es decir, que puede ceder de 2 a 7 electrones a
otros compuestos. Varios de estos estados son altamen-
le oxidantes (propicios a captar clectrones), lo que hace
del manganeso un elemento ideal para efectuar la oxi-
dacién del agua. La contiguracién quimica de los dto-
mos de manganeso en los diferentes estados S corres-
pende a distintos valores de oxidacion de dichos
dtomos. La identificacién precisa de cudl es el grado de
oxidacién de cada dromo en cada estado S es dificil v
estd todavia pendiente.

Se ha observado que los estados S dependen no sélo
de la oxidacién del manganeso, sino también de la pre-
sencia de iones calcio y cloruro. Asi, se ha establecido
que la ausencia de estos iones inhibe la transicién de S,
aS,yaS, Actualmente, prosiguen las investigaciones
sobre las funciones complementarias de los iones calcio
y cloruro. La principal hipdtesis atribuye a estos iones
el papel de pantalla: protegerian el centro de mangane-
$0, muy reactivo, del acceso demasiado precoz (es de-
cir, antes de que se acumulen cuatro cargas positivas)
de moléculas de agua. Un acceso anticipado del agua
podria provocar la formacidn de perdxido de hidrigeno
(agua oxigenada, H,0,), tdxico para la célula, y de
manganeso Mn (I1) inestable, que alectaria al fotosiste-
ma 1. Por otra parte, ¢l calcio y el cloruro podrian tener
efectos de «compensacion de carga» durante el ciclo de
los estados S.

Respecto a la cuestion de jcomo es paosible que la
oxidacién de dos moléculas de agua provoquc la libera-
cidn de una molécula de oxigeno v de cuatro protones?
Los andlisis fisicoquimicos mds actuales demuestran
que es el manganeso el que cs oxidado etapa a etapa, y
no ¢l agua. Estas observaciones permiten suponer que
la oxidacion del agua se hace quimicamente en una sola
etapd, en una reaccion concertada de cuatro electrones.
Lamentablemente, esta reaccién de liberacion del oxi-
geno es muy dificil de analizar, ya que tiene lugar con
una extraordinaria rapidez: cuando cl fotosistema Il se
encuentra cn cl cstado S, y recibe un destello, la libera-
cion se efectiia en unos milisegundos, por lo que toda-
via no ha pedido descubrirse ningun intermediario de
esta reaccidn. Por otro lado, si la oxidacion del agua se
efectila en una sola etapa, 10os cuatro protones resultan-
tes deberian ser liberados de una sola vez, simultinca-
mente con la molécula de oxigeno. Pero no es asi. La
liberacion de protonas puede seguirse si se¢ mide con
precision la acidificacion del medio durante una excita-
cién del fotosistema I por un tren de destellos o flascs.
Estas mediciones indican que los protones son libera-
dos progresivamente (Fig. 10-53). Incluso se ha demos-
trado que el nimero de protones liberados por centro de
fotosistema II no es exactamente un nimero entero. Por



esle motivo, la mayoria de los investigadores piensa
que los protones liberados no provienen directamente
de la disociacidn del agua, sino de grupos dcido-bdsicos
susceptibles de intercambiar protoncs y pertenecientes
a ciertos aminodcidos proximos al cfuster de mangane-
s0. Por anto, los protones liberados por oxidacion del
agua pasan al medio, pere a través de un proceso com-
plejo en ¢l que intervienen muchos aminoacidos. A pe-
sar de los progresos recientes, el estado de nuestros co-
nocimientos sobre la reaccidn de fotélisis del agua en la
fotosintesis puede parecer decepeionante: sin embargo,
no debe olvidarse que el problema es de una compleji-
dad extrema.

Finalmenlte, cabe sefialar que, como se observa en la
Fig. 10-5, en la adecuada coordinacion de todas estas
reacciones foloelectroquimicas son muy importantes las
velocidades propias de cada paso. Asi, se ve como las
reacciones mis rapidas son las primeras gue suceden, de
modo que ¢l orden en la sucesion de acontccimientos
estd regido por el tigmpo (con valores crecientes de pi-
cosegundos-nanosegundos-microsegundos-milisegun-
dos, ps-ns-ps-ms). De este modo, tras la absorcion fotd-
nica (en femtosegundos) y transmision exciténica en la
antcna (en picosegundos), el proceso de transferencia
electronica empieza con la formacion del primer radical
doble (catién/anion, P680 ™ /Feo ) que sucede en torno
a unos 20 ps, continda con la ¢esion a la primera quino-
na, en 250-500 ps, y con la captacién desde la tirosina
Z, en 40-280 ns. La cesion electronica desde ¢l cluster
de manganeso es la méds lenta, empezando hacia los 30
us y finalizando en torno a 1200 us. Es decir, ¢l tltimo
paso gue libera el oxigeno tarda mds de un milisegundo.
En el lado aceptor, cuatro electrones formarin dos mo-
léculas de plastoquinona reducida (2 PQH,} v su liem-
po de formacion (2 x 500 ys) coincide aproximadamen-
te con el tiempo de produccion de O,, de modo que
todo el proceso queda coordinado. Este tipo de coordi-
nacién de tiempos también sc da en el funcionamignto
del fotosistema L

2.5, La ATP sintasa es un motor
biomolecular movido por el gradiente
de protones originado por el flujo
electrénico fotosintético

Estrechamente acoplada al flujo fotosintético de elec-
(rones se encuentra la sintesis de adenosin-trifosfato
(ATP) a partir de adenosin-difosfato (ADP) y fosfato
inorganico (Pi):

ADP + Pi — ATP + I,0

Esta fostorilacidn, al estar promovida por la luz, se
denomina fotofosforilacion o fosforilacion fotosintéti-
ca. Es catalizada por el dltimo macro-complejo enzimad-
tico anclado en la membrana tilacoide que es la ATP
sintasa, que no interviene en el flujo electrénico sino
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que utiliza la energia acumulada por la cadena redox
fotosintética en forma de fuerza o energfa protén-mo-
triz.

El mecanismo intimo de la fotofosforilacion ha podi-
do ser comprendido gracias a la teoria quimiosmdtica
formulada en ¢l afio 1961 por el bioquimico inglés Mit-
chell —galardonado con el premio Nobel de Quimica
en 1978— que dice: la cnergia de dxide-reduccién que
se libera cuando los electrones caen de nivel no se utili-
za directamente cn la sintesis de ATP, sino que se alma-
cena, como etapa intermedia, cn la energia dcido-base
que se crea al establecerse una diferencia de concentra-
c16n de protones (o potencial electroquimico proiénico)
entre uno y otre lado de las membranas bioldgicas.

A lo largo de la cadena de transporte electrénico fo-
tosintética existen determinados puntos —los llamados
sitios de acoplamiento— en los que el flujo de electro-
nes sc acopla con el movimiento de protones a través de
la membrana tilacoidal. Aunque la localizacidén exacta
de los sitios de acoplamiento no se conoce, €s muy pro-
bable que uno de los principales se sitie a nivel de la
plastoquinona, ya que es un transportador mévil que, ¢n
¢l lado estromdtico de la membrana, acepta clectrones
procedentes del fotosistema 1 y adquiere carga protoni-
ca, para después ceder los electrones al citocromo bfy
descargarse de protones en el lumen. En esta transloca-
¢ién de protones mediada por quinonas. el complejo ci-
tocromo b, f desempefia un papel esencial, ya que tiene
dos centros oxidorreductores de quinona, uno a cada
lado de la membrana. Ademads, el citocromo b f esta
situado en la cadena fotosintética entre los dos fotosis-
temas. Por otro lado, fisicamente asociado al fotosiste-
ma I, hay otro citocromo transmembrana, el citocromo
b35%9, que podria también estar implicado en transloca-
cion de protones. Ademds de los sitios de acoplamiento,
la propta fotooxidacion del agua en el lumen tilacoidal
y la reduccion de los piridin-nucledtidos (NADP ™) en
el estroma cloropléstico son reacciones que conllevan
liberacién y captacién de protones como producto y
sustrato, respectivamente. Estas reacciones contribu-
yen, asimismo, a la creacion del potencial electroquimi-
co de protones a través de la membrana del tilacoide.

De acuerdo con la hipdtesis de Mitchell, el transporte
unidireccional de protones a través de las membranas
tilacoidales tiene lugar desde el estroma al lumen del
tilacoide y, como se ha mencionado, lo ilevan a cabo
transportadores redox incluidos en los complejos foto-
sintéticos {PSII, Cit b, f v PSI) que, de manera transver-
sal-vectorial, se reducen y toman protones del estroma
v, luego, se oxidan y sueltan protones en el lumen. En
una segunda etapa, el potencial o gradiente de protones
asi creado —el pH del lumen en cloroplastos ilumina-
dos es unas 3 6 4 unidades mdas dcido que el pH del
estroma— es utilizado en sentido contrario como fuerza
proton-motriz y suminisira la energia necesaria para la
sintesis de ATP, catalizada por la ATP sintasa. La es-
tructura molecular de esta enzima fue expuesta en el
Capitulo 9. Funcionalmente, ¢l dominio de la ATP sin-
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tasa insertado en la membrana tilacowdal, CF,,, hace de
conector lumen-estroma y es por donde vuelven los
protones del lumen al estroma a favor de gradiente. Es
decir, CF, actiia como un canal que permite ¢l paso o
flujo regulado de los protones, y utiliza la energia de
ese flujo para moverse a modo de rotor. Este movimien-
to de giro o rotacién originado en el CF,, de la ATPasa
al pasar 3 H* se transmite a su dominio extrinseco si-
tuado en el estroma, CF |, induciendo cambios de con-
formacién en la cabeza de la ATPasa que posibilitan la
catdlisis enzimadtica de unién de ADP vy P1 para formar
una molécula de ATP.

3. DINAMICA DEL APARATO
FOTOSINTETICO

3.1. La distribucién de proteinas en
la membrana tilacoidal es dinamica y
varia segun el estado fotosintético:
estado | y estado |l

La distribucién de protefnas en la membrana tilacoidal
no es uniforme. Mientras el complejo citocromo b,f
aparece distribuido mds o menos uniformemente por
toda la membrana, cada fotosistema se concentra en
una zona distinta. El fotosistema 11 es mis abundante en
los tilacoides apilados, o lamelas grana, mientras que el
fotosistemna [ abunda mds en los tilacoides sin apilar o
lamelas estromdticas. En el Capilulo 9 (apartado 3.5),
se ha comentado esta distribucian lateral por zonas en
los tilacoides. La Figura 10-6 muestra los dos tipos de
lamelas y la distribucion diferente de los fotosistemas
en cada zona.

Aitadida a Ia distribucién por zanas, existe una posi-
bilidad de movimiento y redistribucién de los fotosiste-
ntas que hace que los tilacoides no sean un sistema esta-
tico, 8ino un sistema dindmico regulado por la cantidad
y calidad de la luz que les llega. Cuando la energia que
Hega al fotosistema 11 excede la que recibe el fotosiste-
ma L, la plastoquinona se acumula en forma reducida ya
que el fotosistema I, por medio de la plastocianina y del
citocromo b,f, no puede oxidarla a suficiente veloci-
dad. El exceso de plastoquinona reducida (plastoqui-
nel) activa una enzima quinasa que fosforila LHCIT y
modifica su estructura, por io que disminuye su afini-
dad por el niicleo del fotosistema I1, del que se disocia.
La misma fosforilacién induce la asociacion de LHCII
al fotosistema 1. A este cambio en los tilacoides se le
llama cambio de estado [ a estado 1Ty en €l el principal
elemento mévil es el LHCII (Fig. 10-6B). La antena
asociada al fotosistema | incrementa la frecuencia con
la que recibe excitones y, por consiguiente, causa un
aumento de su velocidad de funcionamiento respecto al
fotosistema I (que se ve frenado); con ello, el plasto-
quinol se oxida mds rapidamente y la plastoquinona se
reduce mas lentamente. Suben asi los niveles de plasto-

Estroma

Lamelas estromdticas
{no apiladas)

Lamelas grana
[apiladas)

A) Zonas en las lamelas tilacoidales

o Pstl,
o+

8cs LHCl
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9PSIt;

& PsI

+ .=
LHCII(P)

g I e -

LHCHI®  LHCI Citb6f ATpasa
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B} Distribucion de los complejos en las lamelas

Figura 10-6. Estructura de los tilacoides, indicando en a)
los tipos de lamelas: lamelas grana apiladas y lamelas es-
tromaticas no apiladas. La distribucion de los fotosistemas
en las lamelas es distinta segun el estado funcional, como
se indica en b). En estado |, las lamelas grana acumutan los
fotosistermnas |l tipo =, asociados a la antena LHCH formando
mondmeros y también dimeros. En estado I, las lamelas
grana presentan fotosistemas Il tipo » y, también, fotosis-
temas Il tipo f# que no estan asociados a la antena LHCI. En
este segundo estado, la antena LHCIl aparece en parte fos-
forilada y asociada al fotosistema |. El paso del estado | al
Il estad asociado con la proporcion de plastoguinona redu-
cidajoxidada {PQH,/PQ} vy sucede cuando es mayor que
uno.

quinena, que induce la desfosforilacion de LHCIT y
la reversion del proceso que acabamos de describir.
Por tanto, el par redox plastoquinona / plastoquinol
(PQ/PQH,) parece actuar como un sensor que detecta
los posibles desajustes entre las actividades de los dos
fotosistemas y dispara este mecanismo corrector que re-
distribuye la energia.



Hay datos que indican que los dominios estromaticos
de la LHCII desfosforilada tienen afinidad por si mis-
mos, de tal manera, que la asociacidn de dos antenas
(LHCH-LHCII) por sus regiones expuestas al estroma,
entre LHCII de tilacoides distintos, provocaria la unién
tilacoide-tilacoide para formar los apilamientos o gra-
na. También se ha observado que cuando el tejido foto-
sintético s¢ someie durante varios minutos a ilumina-
¢ion con luz azul, alternada con periodos similares de
iluminacion roja {para cxcttar preferentemenice las ante-
nas del fotosistema II con luz azul o del fotosistema 1
con luz roja), se inducen cambios alternados en la abun-
dancia de tilacoides apilados y no apilades. Estos he-
chos ponen en relacidén cambios morlolégicos cn tos ti-
lacoides con situaciones de excesa de energia sobre uno
u otro fotosistema.

3.2. El estado funcipnal de los fotosistemas
provoca también una distincién entre
formas = y formas /i

Los fotosistemas 1 y II, como complejos enzimdticos,
pueden estar en forma activa funcional o en forma inac-
tiva no funcienal. De hecho, en los tilacoides se han
diferenciado dos tipos de [otosistema 11 (PSII} que se
han encontrado distribuidos de manera distinta: la for-
ma principal y mayoritaria, denominada PSIL,, que se
encucntra en las lamelas grana y otra forma mucho me-
nos abundante que se encuentra en las lamelas estroma-
ticas, denominada PSIIL; (Fig. 10-6B). Esta segunda tor-
ma, PSily, parece no ser fotoquimicamente activa y estd
relacionada con ¢l proceso dec recambio de algunas de
las proteinas del fotosistema. Este recambio de protei-
nas sucede cuando alguna de ellas deja de funcionar
adecuadamente por sufrir una alteracién quimica. Esto
¢s especialmente frecuente para el caso de las proteinas
que realizan el mayor esfuerzo de conversién energéti-
ca dentro de los fotosistemas. En el fotosistema 1l esta
proteina es la D1, la cual contiene como grupos prosté-
ticos las moléculas redox implicadas en los primeros
pasos de la transferencia electrdnica fotosintética (véa-
se Capitulo 9, apartado 4.2). La proteina D1 es la que
tiene una mayor tasa de recambio de todas las proteinas
del cloroplasto. Este hecho esta relacionado con el pro-
ceso fisioldgico de la fotoinhibicién, que se explica en
la siguiente seccion de este capitulo. Toda la sintesis de
proteinas tilacoidales nuevas estd asociada a las lamelas
estromdticas, ya que el recambio se realiza en esta zona
de los tilacoides. Los ribosomas presentes en el estroma
cloroplistico que leen los RNA mensajeros se acercan a
las lamelas estromaticas para facilitar la inscrcidn cn
los tilacoides de las proteinas de membrana nuevas, que
van luego a ensamblarse en los complejos fotosintéti-
cos. Las formas f# de PSIT y, también, de PSI (PSII,,
PSI,) corresponderian 4 estos complejos que estdn en
las lamelas estrométicas en proceso de ensamblaje o de-
sensamblaje. En la Figura 10-7 se ilustra cémo se pro-
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duce este proceso en sus distintas etapas para el caso del
fotosistema II, que ¢s el mds significativo. Una vez
montados los fotosistemas, pasan a la forma x activa. El
PSI1, se mucve hasta los grana y ¢l PS1, se queda en las
lamclas estromdticas, Hay datos que indican que cuan-
do el fotosistema Il pasa a los grana, ademas de conec-
tarse a su antena LHCIIL, se asocia en dimeros (Fig. 10-
6b).

4. FOTORREGULACION Y FOTOINHIBICION
DEL APARATO FOTOSINTETICO

4.1. La tasa global fotosintética de un
vegetal es una medida de su capacidad
para crecer

Las dos fases de la fotosintesis erf plantas, la primera de
transduccion de energia y la segunda de asimilacién de
elementos constitutivos, estin intimamente entrelaza-
das y coordinadas, como parles de un proceso global de
nutricién autotrdfica. Para analizarlas cuantitativamen-
1e, s¢ pueden considerar dos variables generales como
expresion de la funcion de cada «fase»:

¢ El rendimicnto cudntico fotoelectroguimico @.
* |a tasa de asimilacion metabolica P,

La primera variable (@} es expresion de la velocidad
de los reacciones fotoquimicas y, a veces. se denomina
eficacia fotosintética, terminologia menos especifica,
La segunda (P_) es expresion de la velocidad de las
reacciones de asimilacion. La tasa global fotosintética
de un vegetal, que se relaciona con su lasa de creci-
miento, vendria dada por la combinacion de ambas va-
rigbles (@ y P ), de modo que el frenado o disminucion
de cualquiera de ellas se manifiesta en una «inhibicién
fotosintéticax.

El luz es el principal factor limitante de la primera
variable, y los nutrientes inorgdnicos, incluidos el CO,
y el agua, son los principales factores limitantes de la
segunda. Es claro que el defecto de uno de estos ele-
mentos (luz o nutrientes) es perjudicial para las plantas,
pero cada vez se van perfilando mds ejemplos en los
gue también el exceso de uno de ellos disminuye la ac-
tividad vegetal (véase también Capitulo 13).

4.2. El aparato fotosintético esta regulado
en primer lugar por la luz, que puede ser
factor tanto limitante como estresante

En este capitulo estamos estudiando la primera fase de
la fotosintesis (la segunda fase se aborda en los capitu-
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DANO Y REPARACION DEL FOTOSISTEMA (I EN LOS TILACOIDES
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Figura 10-7. Modelo del proceso de fotolesion del fotosistema It y sustitucion de la proteina D1. Tras el dano fotoquimico,

el fotosistema Il se desconecta de la antena LHCII pasa a desensamblarse a la lamela estromatica, donde una nueva D1

recién sintetizada sustituye a la inactivada. El fotosisterna Il reparado, todavia no activo, regresa a la lamela grana vy se
reconecta con la LHCIl para reiniciar su actividad fotoelectrogquimica.




los siguientes). Una pregunta importante que tenemos
que tratar de contestar para entender bien el funciona-
miento de esta fasc es; (Como regulan las plantas el uso
de su primera fuente, la luz? Y es que las plantas no
pueden moverse para huir de 1a luz cuando llega en ex-
ceso o para buscarla cuando talta ¢n una zona sombrea-
da (v¢ansc Capitulos 13 y 30).

La energia luminosa del sol que llega y es absorbida
por una planta sélo puede scguir dos caminos o vias
posibies: 1) ser transformada eficazmente en otra forma
de energia acumulable (energia quimica) mediante el
proceso de conversidn fotoelectroquimica de la fotosin-
tesis; o 2) ser disipada por conversion a otras formas de
energia radiante no acumulable (como radiacién de luz
fluorcscente o radiacidn de calor).

Estas dos vias estdn en continuo equilibrio y en rela-
cidn inversa: cuando aumenta la primera (transforma-
cion eficaz) disminuye la segunda (disipacion), y vice-
versa. La tasa global fotosintética-de una planta sana y
con suficientes nutrientes inorgdnicos aumenta lineal-
mente desde la oscuridad con la cantidad de luz (o den-
sidad dc (lujo fotdnico, PPFD) hasta llegar a un nivel de
saturacion, en el cual la energia sobrante no puede ser
utilizada. El nivel de saturacidn depende de las caracte-
risticas propias de cada cspecie o variedad y del estado
tisioldégico y condiciones nutricionales especiticas para
cada planta. La luz en exceso tiene que ser disipada por-
que, si no, puede «quemar» la planta. De hecho, en esto
consiste propiamente el fendmeno fisioldgico denomi-
nado fotoinhibicion, en ¢l cual ¢l dafio provocado por
la excesiva luz hace disminuir la tasa fotosintética de
las plantas.

4.3. El fotosistema l es el centro
fotorregulador donde sucede el proceso
de fotoinhibicion a nivel molecular

Como centros de reaccion, los fotosistemas puede ser
comparados con un «reactor» de una central nuclear
que estd sometido a una tension energética muy grande.
El reactor ticne que tener multitud de sistemas de segu-
ridad que lo apaguen o lo cierren en caso de cmergen-
cia, para evitar que la energfa se canalice hacia lugares
HO previstos.

Algo asi sucede en plantas con el fotosistema 11, que
es un reactor natural fotosintético muy bien protegido
y, tambicn, ¢l que tiene mas probabilidades de ser dafia-
do. De todos los fotosistemas conocidos (véase Fig. 10-
3}, el fotosistema 11 es el que tiene que realizar un ma-
vor trabajo energético (medido en AE,, aproximada-
mente 2 voltios por cuanto de luz absorbido), ya que
tiene que ser capaz de oxidar el agua (a un potencial
redox de aproximadamenie — 1.2 V) y reducir una feo-
fitina (a un potencial redox de aproximadamente +(.7
V). Todo el resto de fotosistemas conocidos, incluyen-
do el fotosistema [ de plantas, ejerce un trabajo energé-
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tico menor de 1.7 V (AEy). Por elio, se puede decir que
el fotosistema Il es ¢l punto tlaco del aparato fotosinté-
lico, como el filamento de una bombilla que es lo pri-
mero que se puede romper.

Por estas propiedades, el fotosistema 1l ¢s el centro
[otosensible regulador mas importante de la actividad
fotosintética, siendo su fotosensibilidad el medio de
control que tienen las plantas para «encender» o «apa-
gar» el proceso de transformacion de energia luminosa
cn cnergia clectroquimica. Cuando la intensidad de luz
sobrepasa la capacidad de absorcién y transformacion
de la planta, toda una serie de mecanismos de desaco-
plamiento y desactivacion se suceden en torno al foto-
sistema I, con objcto de maximizar la disipacién de
energia v minimizar el dafio global sobre el aparato fo-
tosintético y, asi, proteger la planta.

Ademads, para mantener la funcidn a pesar del daiio,
la planta ticne toda una maquinaria de reparacion quc
arregla continuamente el dafio sufrido. De hechao, el fo-
tosistema 11 resulta dafiado con relativa frecuencia, con-
cretamente on su polipéptido central D1, La ruptura dei
polipéptido DI es una manera de proteger todo el com-
plejo, a modo de un fusible que evita que todo el siste-
ma se «quemes y sdlo necesite un recambio puntual. De
esle modo, las plantas han minimizado el dafio, centrin-
dolo en un selo polipéptido de los mds de veinte que
contiene el fotosistema II. La proteina DI forma parte
del centro de reaccion del (otosistema [T y en su estruc-
tura molecular se insertan como grupos prostéticos: clo-
rolila, feofitina, caroteno y quinona, las molcculas
implicadas en los primeros pasos del transporte electro-
nico. El recambio molecular de D1 se estd produciendo
continuamente, incluso cuando las plantas reciben in-
lensidades de luz normalcs, no fotoinhibitorias. Por
ello. esta proteina tiene una tasa de recambio varios Or-
denes de magnitud superior a las del resto de las protei-
nas de la membrana tilacoidal. El proceso de dafio y
sustitucion de D1 se ilustra en la Figura 10-7. Sc puede
decir por estos hechos, y considerando la extension y
volumen del reino vegetal, que la proteina D1 es la mds
sinictizada en todo el planeta. Quizds, este es el precio
que las plantas tienen que pagar por ser capaces de utili-
2ar ¢l agua como fuente de protones v electrones, al
tiempo que generan «residualmente» una molécula tan
peligrosa como es el oxigeno {O,).

Cuando los mecanismos de desacoplamiento o de
reparacion fallan o no son suficientes para aguantar la
intensidad de energia fuminosa que llega a una planta,
¢sta sufre el citado proceso de fotoinhibicién real que
disminuve su eficacia fotosintética y su capacidad asi-
miladora. Estos procesos fotoinhibitorios pueden dis-
minuir drasticamente la produccion vegetal y, a menu-
do, estén inducidos por combinacion de un exceso de
luz con distintos tipos de estrés nutricional, como es-
trés por falta de agua (hidrico), estrés por falta de al-
gln nutriente esencial (nitrato, hierro, etc), estrés por
exceso de sales en el suelo (salino), ete, (véase Capitu-
lo 30).
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4.4. Los mecanismos de desacoplamiento
permiten la disipacion de energia en
exceso y protegen contra la
fotoinhibicion

Todos los procesos de disipacién activa de encrgia son
procesos llamados de proteccion fotodindmica del apa-
rato fotosintético, y funcionan cuando éste no pucde
asimilar convenientemente la energia que le llega. He-
mos visio que se pueden distinguir dos pasos para la
asimilacién de energia fotosintética: 1) la absorcion v
transferencia de fotones en las antenas; 2) la conver-
sidn fotoeléctrica y transferencia redox de electrones
en los centros de reaccidn de los fotosisiemas.

En correspondencia con estos dos pasos existen dos
mecanismos de desacoplamiento que permiten disipa-
cion de energia: 1) mecanismos de desacoplamiento de
la transferencia de fotones en las antenas; 2) mecanis-
mos de desacoplamiento de la transferencia-de clectro-
nes en los centros de reaccion.

4.5. El aumento de la emision
de fluorescencia es un modo de disipar
energia en las antenas

Son mecanismos de desacoplamiento de la transferen-
cia de fotones en las antenas (primer tipo de desacopla-
miento citado) los procesos de extincion de estados ex-
citados de clorofilas por cambios de estado de las
antenas. En este sentido, la migracion de antenas. que
se da con los cambios o transiciones entre estado 1y
estado IT ya descritos, sirve para modular la energia que
Hega a cada fotosislema. También, la agregacidn de an-
tenas, que sc da mediada por variaciones en el ciclo de
las xantofilas y en ¢l gradiente de pH del tilacoide, es
un mecanismo para aumentar la extincién de los cloro-
filas excitadas.

Las clorofilas son pigmentos que tienen la propiedad
de poder extinguir su estado excitado emiticndo energia
en forma de una luz de mayor longitud de onda que
la que absorben. Esta emision se Hama fluorescencia
(véase apartado 2.2 del Capitulo 9). Normalmente, las
clorofilas engarzadas cn los complejos fotosintéticos
apenas emilen fluorescencia, porque estin dispuestas
para transmitir rapidamente la energia de su estado ox-
citado hasta fos centros de reaccién, convertirla alli en
energiu electroguimica y realizar asi la fotosintesis. Sin
embargo, se ha comprobado que las plantas pueden
aumentar 11 emision de fluorescencia de sus clorofilas
modificando el estado o la estructura de las antenas,
y éste es un modo eficaz de disipar energia cuando hay
luz en exceso.

La modificacidn del estado o la morfologia molecu-
lar de las antenas se asocia a dos fendmenos bioquimi-
cos en el tilacoide: 1) la concentracidn de gran nimero
de protones en el lumen quc genera un fuerte gradiente
de pH; y 2) la transformacién de la xantofila violaxanti-

na cn zeaxantina por des-epoxidacion (por el Hamado
ciclo de las xantofilas) (véase Capitulo 30). Se ha de-
mostrado que ambos procesos son fotoinducidos y afec-
tan drastica y directamente al estado de agregacion y la
conformacion de LHCII y. por ello. a su capacidad de
cmitir fluorescencia. Cuando en el tumen cl pH es byjo
(5-6) y la proporcidn de zeaxantina/violaxanlina aso-
ciada a la antena es alta, la LHCII emite mds tfluores-
cencia y con ello aumenta la disipacion de energia ra-
diante y baja el rendimiento fotosiniético.

4.6. Los flujos ciclicos de electrones en torno
a los centros de reaccion son también
valvulas de escape en situaciones
fotoinhibitorias

Mecanismos de desacoplamiento energético del segun-
do tipo son los procesos de interrupcion del transporte
electronico lineal normal (desde H,O hasta NADP B
entre los fotosistemas 1y 1L Un tipo de interrupcicn
conocido son los flujos ciclicos, que provocan que en
un cierto paso redox el electron vuclva a ser tomado por
un elemento de la cadena por el cual ya habia pasado.
Estos [ujos disipan parte de la encrgia porque suponen
un aumento importante de la entropia de la reaccion fo-
tosintética global. También, los procesos de extincion
de radicales libres 10nicos, es decir, procesos que facili-
tan la desionizacion, inducen la interrupcién del trans-
porte clectrdnico.

El flujo ciclico de electrones en torno al fotosistema [
es hien conocido, y consiste en que los electrones son
devueltos desde la ferredoxina hacia elementos anterio-
res de la cadena lotosintética, en un ciclo mediado por
el pool de plastoquinonas y por su complejo de dxido-
reduccién intermediario (el complejo citocromo b, f)
(véase Fig. 10-4). Este flujo ciclico no preduce
NADPH. sino que uliliza parte de la energia redox acu-
mulada después del fotosistema 1 en bombear protones
a travds de la membrana fotosintética y, a la vee, disipa
el resto de la energia en forma de calor (por el aumento
de entropia ¢n el proceso ciclico). Este movimiento de
protones aumenta el gradiente de pH utilizado luego por
la ATP sintasa para obtencr ATP, lo que da lugar a la
llamada fototoslorilacién ciclica que, energéticamente,
es menos cficiente que la lineal, ya que una parte impor-
tante de la cnergfa es disipada en forma de calor.

Hasta mediados de los anos ochenta no se habian en-
contrado datos cxperimentales que avalasen seriamente
la posibilidad de la existencia de algtin tipo de flujo
ciclico de ¢lectrones en torno al fotosistema II. Sin em-
bargo, los mds recientes estudios moleculares sobre fo-
toinhibicion indicaban una interrupcion {recuente del
transporte electrdnico lineal normal en el folosistema
[1. Se podia, por ello, pensar con nuevos argumentos en
la existencia de algin mecanismo de disipacion alterna-
tivo similar al descrito para el fotosistema 1.




Recientes investigaciones sobre la funcidn del cito-
cromo b559 lo han implicado en un camino alternativo
para los electrones cn torno al totosistema I1, plantean-
do la posibilidad de que exista otra via de disipacion de
energia quizds parecida a un «segundo flujo ciclico» a
través de dicho fotosistema (Fig. 10-8). Este cilocromo
aparcce siempre intimamente asociado al centro de
reaccion del fotosistema 1. Experimentalmente, se ha
caracterizado la existencia de este citocromo en dos for-
mas de distinto potencial redox: una de bajo potencial
{LP) que, en oscuridad, estd oxidada y otra de alto po-
tencial (HP) que, en oscuridad, tiende a estar reducida.
Se ha demastrado también que, en ciertas condiciones
se puede dar una foto-reduccién y una foto-oxidacion
alternativas de cste citocromo y que existe una clara
influencia del pH sobre estos procesos redox. Ademas,
se ha visto gue el funcionamiento de este flujo alternati-
vo fotoinducido de electrones hacia el citocromo b359
estd Intimamente ligado a la interrupcion del flujo elec-
tronico lineal en el fotosistema 11, es decir, a procesos
de fotoinhibicidn de su actividad normal. Todos estos
descubrimientos han permitido postular un nuevo mo-
delo funcional para ¢l enigmiitico citocromo b339, que
durante casi treinta afios ha sido un punto oscuro en la
investigacion sobre la fotosintesis. En la Figura 10-8 se
presentan dos esquemas que ilustran el modelo funcio-
nal del citocromo b559 postulado. Como se ve, el cilo-
cromo se sitda en paralelo al flujo electronico lineal
normal en cl fotosistema [1. Su funcionamicnto estaria
asi ligado al desacoplamiento de este ransporte electré-
nico lineal en condiciones fotoinhititorias del lado
aceptor o del lado donador del fotosistema . es decir,
al fallo de los aceptores o los donadores secundarios. La
via alternativa de transferencia hasta o desde el cilocro-
mo estaria luego conectada y en equilibrio con ¢l pool
de plastoquinona/plastoquinol prescnte en los tilacoi-
des, que actuaria como un amortiguador redox de elec-
trones. Como se ve cn la Figura 10-8. se trata propia-
mente de un pseudo-ciclo ya que. segin ¢l modelo, no
se dan a la vez una oxidacién y una reduccion consccu-
tiva del citocromo, sino gue éstas se dan en dos situa-
ciones distintas existiendo un mecanismo molecular {a
modo de «interruplor») gue hace que ¢l citocromo pase
de un estado a otro. Sin embargo, segiin cicrtos autores,
si pucde suceder que la alternancia de oxidacidn y re-
duceidn del citocromo vaya acompanada de un translo-
cacion de protoncs, lo cual darfa a todo este proceso una
funcidn parecida a la descrita en ¢! tlujo ciclico en torno
al fotosistema L. Esta es un drea abierta de investigacién
en folosintesis.

5. COORDINACION Y PROPORCION EN
LA PRODUCCION DE ATP y NADPH

Cuando los fotosistemas P51y PSII funcionan en serie,
por cada molécula de NADP ' que se reduce a NADPH
(con 2 clectrones transferidos desde una molécula de
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Figura 10-8. Esquema de dos modos alternativos de trans-
ferencia electrénica en torno al fotosistema Il en caso de
alteracion por foteinhibicion del transporte electrénico nor-
mal. Ambos casos implican la funcion del citocromo bhs59
como aceptor, en a}, o donador, en b}, alternativo de elec-
trones. La forma LP de bajo potencial del citocromo esta
oxidada a pH acido y es capaz de tomar un electron. a) La
forma HP del alto potencial del citoccromo esta reducida a
pH basico y es capaz de ceder un electron. b) El potencial
redox de las formas LP y HP del citocromo estan justo por
encima de PQ y justo por debjo de PQH,, respectivamente,
de modo que en oscuridad ceden o toman electrones del
pool de plastoquinona.

H, 0, se produce normalmente la fosforilacion de 1.33
moléculas dc ADP a ATP. Este nimero se deduce de
los datos del acoplamiento de la fosforilacién con la
cadena clectronica fotosintética a través del gradiente
de protones. En este acoplamiento se estima que a nivel
dc la ATP sintasa se necesitan 3 H* por ATP produci-
do, y que en el transporte electrénico fotosintético 1i-
neal se traslocan unos 4 H™ por cada 2 electrones que
pasan por la cadena del de ™. De este modo, 4/3 =
1.33 es cl rendimiento en ATP por cada 2 clectrones
que atraviesan la cadena fotosintética de forma lineal.
Esta formacion de ATP acoplada a la reduccidn de
NADP™ se¢ denomina fotofosforilacién no-ciclica.
Debido a la dindmica del aparato fotosintético (apar-
tado 3) se entiende que los dos fotosistemas, PSIy PSII,
no tienen que funcionar siempre exactamente a la mis-
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ma velocidad. Las relaciones entre las cantidades de
ATP y NADPH que requieren las distintas rutas biosin-
téticas del cloroplasto no tienen por qué coincidir con
1.33. Por ejemplo, en la ruta dc asimilacion del CO,,
que es la mds importante desde el punto de vista cuanti-
tativo y, por tanto, la que en mayor grado determina ¢l
consumo global de energia metabdlica, la relacion
ATP/NADPH consumidos es de 1.5 (véase Capitulo
F1). Hace falta, por tanto, en este caso una mayor pro-
porcidn de ATP respecto a lo que puede producir la
transferencia lineal de electrones desde el H,O hasta el
NADP™" por los dos folosistemas conectados ¢n scrie.
Ese ATP adicional puede obtenerse del funcionamiento
ciclico de los electrones en torno a un {otosistema, de
modo que su producto final reducido vuelve a oxidarse
reduciendo a su vez al primer elemento redox de la se-
rie que atraviesa ese fotosistema, cerrando asi un ciclo
donde el flujo electrénico sélo produce un incremento
en el gradiente de prolones trans-tilacoide. que sirve
para producir ATP en la llamada fotofosforilacion ci-
clica. Ei flujo electrénico ciclico se da fundamental-
mente en torno al PSLL lo que exige que una traccion de
los excitones que llegan al PST se dediquen a reoxidar
ferredoxina reducida, en vez de plastoquinol (por me-
dio del citocromo £ /f en ambos cusos), y que ¢l ndme-
ro total de excitones procesados por el PSI sea superior
4 los que utiliza el PSIL

El rendimiento energético de un flujo ciclico es me-
nor que el de un flujo lineal, porque ese tipo de [lujo es
andlogo a los ciclos metabdlicos llamados fitiles, que
sirven entre ofras cosas para producir calor y disipar
cnergia. Como se ha comentado en el apartado 4, la disi-
pacion de energia cn exceso es también una luncidn
esencial de los flujos ciclicos en torno a los fotosistemas.

Otras situaciones que modifican la  proporcion
ATP/NADPH son aquellas en las que la planta no pue-
de utilizar la cnergia metabdlica producida en la mem-
brana fotosintética, ATP y NADPH., por una falta de
nutrientes o de agua que conduce a la carencia de los
sustratos metabolicos adecuados. Tal es la situacion de
la planta sometida a escasez de agua, que restringe el
intercambio de gases para [renar la desecacién y que,
como consecucncia de tal restriccidn, queda desnutrida
de CO, al cerrar estomas. Al no fijarse tanto CQO,, se
acumulan sin gastarse ATP y NADFH, lo cual lleva al
agolamiento de 1os niveles de NADP™ y ADP, sustratos
terminales indircclos de los procesos que ocurren en ta
membrana fotosintética. Con ello, s¢ impide el funcio-
namiento normal de la transferencia electrénica, lo que,
a su vez, interfiere los procesos primarios en los fotosis-
temas, que s¢ ven lrenados o, incluso, blogqueados, En
estas circunstancias de estrés se producen, pues, las
condiciones metabdlicas que favorecen los desajustes
entre las etapas fotosintéticas y se hace necesario utili-
zar activamente toda clase de mecanismos protectores
como los que se han descrito en el apartado 4. Entre
€stos, tenemos que ailadir a los ya mencionados las ru-
tas o ciclos metabdlicos fitiles propiamente dichos, di-

ferentes a la cadena fotosintética, en los que se consume
NADPH, ATP o ambos sin propdsito necesariamente
biosintético, Quizds el ejemplo mas extendido e impor-
tante de una ruta fotosintética futil es la fotorrespira-
cion (véasc Capitulo 12). Esta ruta metabdlica opera
preferentemente cuando bajan los niveles de CO, y
aumentan los de O,. En ella se consumen gran nidmero
de moléculas de ATP y de NADPH por cada ribulosa
bisfosfuto que se oxida a CO,. Por tanto, puede resultar
muy eficiente para la regeneracion de ADP vy de
NADP ™ y para aliviar el bloqueo del sistema de (rans-
{erencia electrénica e impedir la acumulacién de reduc-
tores potentes en el extremo de bajo potencial del PSIL.

Alternativamente a la fotorrespiracion, donde la ru-
bisco actia como oxigenasa consumiendo O, (véase
Capftulo 12), existe a nivel del PSI la posibilidad de
reduccion directa del O, a ion superoxido (O, . véase
también Capitulo 30), de manera que el O, puede ac-
tuar come aceptor (inal de electrones en la fotosintesis.
La eliminacion del ion superdxido mediante fa enzima
superdxido dismutasa {SOD) utiliza H' y produce agua
oxigenada (H,0O,) (véase apartado 4.8 y Fig, 30-9 del
Capitulo 30). El conjunto de estas reaccioncs, que se
conoce clasicamente como reaccion de Mehler: O, +
2e  (de la cadena fotosintélica) + 2HY — H,0,, es ¢l
origen de muchas especies activadas del oxigeno (véa-
se apartado 4.8 del Capiwlo 30), las cuales muestran
una amplia peligrosidad para muchas moléculas y
membranas celulares. Por tanto, estas especies deriva-
das del O, necesitan ser eliminadas por una variedad de
mecanismos de destoxificacion, para evitar procesos de
fotoinhibicion y foto-oxidacion (véase Capitulo 30).

Sin embargo, el transporte lineal de clectrones desde
el agua hasta el O, a través de los fotosistemas genera
gradiente proténico (ai igual que el transporte desde el
agua hasta ¢l NADP ™), y por tanto se acopla a sintesis
dc ATP. Este tipo de fotofosforilacion se llama pseudo-
ciclica, porque cn apariencia se parece a la fotofosfori-
lacidn ciclica ya que el balance global de produccion de
0O, es cero: la produccidn de cste gas que tiene lugar en
la fotdlisis del agua se compensa con el consumo de (O,
a nivel del PSI en el contexto de lo que se conoce ac-
tualmente como el ciclo agua-agua en los cloroplastos
(véase Asada, 1999). La cantidad de ATP que se forma
por fotofosforilacidn pseudo-ciclica no es muy grande
cuantitativamente, pero puede ser significativa en cir-
cunstancias fisioldgicas donde la concentracion del
accptor NADP™ disminuye, tal como se discutio ante-
riormente cn este mismo apartado.

RESUMEN

Para que la fotosintesis {uncione, los pigmentos fotosin-
téticos deben estar engarzados cn sistemas biomolecu-
lares capuaces de absorber la energia luminosa, de trans-
mitir la encrgia absorbida y de convertir esta energia en
uni energia no radiante, estable y acumulable cn un or-



ganismo, como es la energia quimica. Estos sistemas
biomoleculares compuestos por grandes complejos pig-
mento-proteina se llaman fotosistemas. y son las unida-
des bdsicas para la realizacidn de fotosintesis. Funcio-
nalmente estdn constituidos por: un nicleo o centro de
reaccidon, hacia donde se canaliza la energia de excita-
cion y se transforma en cnergia quimica redox; ¥ una
antena, colectora de luz, capar de absorber los fotones
que e Tlegan y de transmitir la energia absorbida en
forma de excitones hasta el centro de reaccion. En plan-
Las existen dos fotosistemas: el fotosisterna 1y el foto-
sistema 11 (PSI y PSID) y sus antenas correspondientes
son LHC y LHCI respectivamente. El mecanismo
clave de funcionamiento de las anlenas cs el acopla-
miento exciténico, de mancra que son como un mosai-
co de clorofilas engarzadas sobre ct cual los excitones
se mueven al azar cn picosscgundos. La zona comun de
interconexién entre la antena y ¢l centro de reaccién de
un fotosistema estd constitwida por unas clorofilas es-
peciales (P) que son el punto de término de la cnergia
de excitacion transmitida (P*) v ¢l punto de inicio de la
primera scparacion de carga con transferencia de un
electrén (P 7). En estas clorofilas especiales se produce
la conversion de la energia exciténica cn encrgia clec-
troquimica redox; y se llaman P700 v P680, en PSI vy
PSII, respectivamente. A estas clorofilas se conecta
toda una seric de elementos redox que se oxidan y se
reducen alternativamente, y que estdin engarzados en la
estructura proteinica de los 3 grandes complejos foto-
sintéticos (PSI, PSIT y Cit b, v de los intermediarios
enire ellos (PQ, Pc. Fd y FNR), Todos ¢stos elemenios
redox constituyen la cadena de transporte electrénico
fotosintético. Si se represcentan los elementos de la ca-
dena frente al potencial redox, se obtiene el llamado
esquema en Z. Bl primer donador de csta cadena es el
H,0. que sc oxida cn el lumen tilacoidal, v el dltimo
aceptor es el NADP ™, que se reduce en el estroma. La
fotdlisis del agua, que origina como subproducto oxi-
geno molecular (O,), es mediada por un cluster de man-
gancso relacionado con el PSILL Estrechamente acopla-
da al flujo fotosintético de electrones se encuentra la
sintesis de ATP catalizada por la ATP sintasa. Para
csta sintesis, se utiliza la energia acumulada por la ca-
dena redox en forma de encrgia o fuerza proton-mo-
triz. La ubicacidn de las proteinas fotosintélicas en la
membrana tilacoidal no ¢s uniforme, y estd sometida a
cambios dependientes del estado funcional que, a su
vez, ¢s regulado por la cantidad y calidad de la luz que
les llega. La distribucién de la cnergia de excitacion
entre los 2 fotosistemas cambia segiin el estado de la
plastoquinona y de LHCII, dando lugar a dos estados
funcionales: estado I y estado I1. También, PSI y PSII,
como complejos enzimaticos que sor, pucden estar en
forma activa funcional o en forma inactiva no funcio-
nal, lo cual da lugar a dos tipos de fotosistemas: %y 8
(por cjemplo, PSII, y PSIL,). La inactivacion estd rela-
cionada con un exceso de luz o una incapacidad de ab-
sorber toda la luz incidente. La energia en exceso debe
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ser disipada porque, si no, puede provocar fotoinhibi-
cidn, en la que el dafio provocado por la excesiva luz
hace disminuir la tasa fotosintética global. El PSIL es el
principal centro fotosensible regulador de la actividad
fotosintética, siendo su lotosensibilidad el mecanismo
de control que tienen las plantas para esa regulacion.
Cuando la intensidad de luz sobrepasa la capacidad de
absorcion, una seric de mecanismos de desacoplamien-
to y desactivacion tiene lugar con el objeto de maximi-
zar la disipacion de energia y minimizar el dafio global
sobre cl aparato fotosintético y, asi, proteger ta planta.
Estos mecanismos de proteccion a nivel molecular son
el desacoplamicnto de la transferencia de fotones en las
antenas y el desacoplamiento de la transferencia de
electrones en los centros de reaccidn.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Calcule en eV la energia de un totdn de lengitud de onda
430 nm vy de otro de longitud de onda 680 nm. ;A qué
zona del espectro visible corresponden estos fotones?

2. ;Cudl es Ia energia minima necesaria que debe ser absor-
bida en el centro de reaccion del fotosistema Il para que
un clectrdén circule por los diferentes transportaderes, y
cuil para el fotosistema 1?

3. ;Cudl es la caracteristica que hace a una molécula foto-
sensible?

4, ;Cudl es el elemento mds oxidante cn cl esquema en 2
fotosintética ¥ cudl ¢l mds reductor segin la escala de
potencial redox?

5. (Qué diferencias estructurales principales se dan en los
tilacoides entre los denominados estado 1y estado 17
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CAPITULO

11

FIJACION DEL DIOXIDO DE CARBONO Y
BIOSINTESIS DE FOTOASIMILADOS

Hipdlito Medrano y Jaume Flexas

1. Introduccion. 2. Fotosintesis en los cloroplastos: el ciclo de Caivin. 3. Regulacion de la asimilacion del CO,.

1. INTRODUCCION

1.1. La fijacion fotosintética del diéxido
de carbono constituye el primer paso
para la produccion vegetal y la vida en
la Tierra

Los organismos autotréficos, entre los que se incluve la
inmensa mayoria de vegetales, constituyen la puerta
por la que energia y materia se incorporan a la biosfera.
Por un lado, cstos organismos son capaces de transfor-
mar la cnergia luminica procedente del sol en energia
quimica utilizable para las reacciones metabodlicas (véa-
se¢ Capitulo 10). Por otra parte, ¢l didxido de carbono
asimilado en los érganos [olosintéticos constituye, jun-
to con el hidrdgeno procedente del agua y los elementos
minecrales absorbidos por las raices, la base estructural
del crecimiento de los vegetales v, en consecuencia, de
la produccion primarta de los ecosistemas v la biosfera.
Por todo ello, la folosintesis es un proceso fundamen-
tal para la vida en la Tierra, hecho que ha suscitado un
enorme interés por su estudio. Entre las miltiples aplica-
ciones derivadas del conocimiento o la manipulacion de
la fotosintesis se incluyen: la mejora de la produccidn de
los cultivos, la comprension de las diferencias de pro-
ductividad entre dilerentes ccosistemas. o la prediceién
de los efectos de cambios ambientales sobre la compo-
sicién y productividad de las comunidades vegetales.

1.2. La combinacién de agua y didxido
de carbono genera carbohidratos con la
liberacién de oxigeno

La fotosintesis es un proceso complejo, en el que inter-
vienen miltiples reacciones bioquimicas que, en con-

junto, requieren una elevada energia (2879 kJ mol ™).
La resultante del conjunto de reacciones puede sinteti-
zarse mediante la siguiente ecuacion:

6CO, + 6H,0 + hv - C H,,0, + 60, [lI-1]
En general, en las plantas terrestres. ¢l CO, se incorpo-
ra desde la aumdsfera a través de los estomas (véase
Capitulo 3). En las algas y plantas acudticas, procede
del CO, disuelto en ¢l agua circundante, hy representa
la encrgia luminosa transformada ecn ATP y NADPH
(v€ase Capitulo 10) y C H,,0, es la férmula general
para designar a los carbohidratos de seis unidades de
carbono sintetizados en este proceso. Segiin esta ccua-
¢idn, la produccion de un mol de carbohidrate thexosa)
requiere el consumo de seis moles de didxido de carbo-
no vy scis de agua. El proceso lleva asociada la libera-
cion de seis moles de oxigeno al ambiente.

Esta liberacton de O, se conoce desde antes. incluso,
de que Lavoisier (1743-1794) diera nombre al oxigeno.
Ya Stephen Hales (1677-1761) habia intuido que las
plantas «se alimentaban del aire», aunque fue Joseph
Pricstley (1733-1804) quien demostré que las plantas se
alimentaban de aire «flogisticado» (CO,), el cual «puri-
ficaban» (desprendiendo O,). A estas conclusiones lle-
g6 Priestley mediante un sistema experimental consis-
tente en una campana ¢errada en la cual introducia una
vela encendida, un ratoncito y, a veces, una planta ver-
de. Descubrié que, en presencia de la planta, el raton
podia respirar y la vela permanecia encendida durante
mis tiempo que en ausencia de la planta (Fig. 11-1).
Posteriormente. Jan Ingelhousz (1730-1799) demostro
que las partes verdes de las plantas fijan CO, en presen-
cia de luz, pero en la oscuridad realizan el proceso
opuesto.

A pesar de estos conocimientos precoces, no seriz
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hy

Figura 11-1.
que las plantas iluminadas consumen CO, y desprenden
oxigeno, al contrario que los animales.

Experimento clasico de Priestley mostrando

hasta mediados del siglo XX que las nuevas téenicas
emergentes permitirian difucidar 1a ruta bioquimica de
asimilacion del CO,. Aun hoy, quedan todavia muchos
aspectos por conocer acerca de esle proceso que permi-
te la vida de todos los organismos del planeta.

2. FOTOSINTESIS EN LOS CLOROPLASTOS:
EL CICLO DE CALVIN

2.1. El ciclo fotosintético de reduccion del
carbono (CFRC) fue dilucidado en los
afnos cincuenta gracias al uso del '*C

El isétopo del carbone de peso atémico 14 comenzo a
utilizarse como marcador a mediados de este siglo. La
ventaja de este is6topo frente al ''C es que tiene una
vida muy larga (periodo de semidesintegracion de 5730
afos), lo cual hace de €l una herramienta 1itil para la
datacion de materiales antiguos. La ventaja del '*C
frente al ' *C es que éste es estable mientras que el ante-
rior es radiactivo, cosa que permite deleclar su presen-
cia sobre un cromatograma mediante autorradiografia.
La utilizacion del 'C permite marcar compuestos cn
los que se puede detectar su presencia inmediatamente

0 afios mas tarde. Utilizando '*C como marcador de los
productos intermediarios de la fotosinlesis, Melvin Cal-
vin, Andrew Benson, James A. Bassham y otros inves-
tigadores de la Universidad de California en Berkeley
lograron dilucidar la ruta del carbono en la fotosintesis
durante la década de los cincuenta. Este trabajo le valid
a Melvin Calvin el Premio Nobel de Quimica en 1961,
Su disefio experimental consistié en suministrar CO,
marcado con el isdtopo radiactivo a un cultivo de algas
del género Chlorella, las cuales lo utilizaban para la
realizacion de la fotosintesis, gque se interrumpia rapida-
mente mediante inmersion en etanol hirviente al 80 %.
A continuacién, se sometia un extracto de las algas a
cromatograffa bidimensional en papel. la cual se revela-
ha mediante autorradiogralia sobre una pelicula de ra-
yos X para ver en qué compuestos se localizaba la ra-
diactividad procedente del '*C. Si sc obtenian los
extractos un minuto después de quc tas algas hubicran
fotosintetizado con '*CO,, aparecian muchos com-
pucstos radiactives, Acortando cl tiempo transcurrido
entre ¢l suministro de '*CO, vy la interrupcion de la fo-
tosintesis algunos de estos compuestos no mostraban
radiactividad, indicando que se trataba de compuestos
que se sintetizaban en pasos tardios de la ruta del carbo-
no, Cuando ¢l tiempo se acortaba a sélo dos scgundos, la
mayor parte de la radiactividad se concentraba en un
compueste de tres dtomos de carbono. el dcido-3-fosto-
alicérico o 3-fostoglicerato (3-PGA, o simplemcnte PGA)
(Fig. 11-2). Este debia ser, por tanto. el compuesto resul-
tante de la incorporacion del CO, en la ruta fotosintética.

Tras buscar infructuosamente el compuesto de dos
dtomos de carbono que se unia con el CO, para originar
¢l 3-PGA, s¢ planted 1a hipdtesis de que, en realidad, ¢l
precursor fuera una molécula de 5 atomos de carbono
que se cscindiera en dos de tres tras la incorporacion del
CO,. Para identificar csta molécula, s¢ esperd a que las
algas hubieran fotosintetizado utilizando '*CO,. y des-
pués se eliminé el suministro de CO, para interrumpir
su asimilacidon. En los extractos posteriores se encontro
una progresiva disminucién en los niveles de 3-PGA
marcado. Curiosamente, al mismo tiempo se obscrvaba

Sacarosa
"Triosa—P

3-PGA
Tricsa-P »
Hexosa-P ‘ Hexosa-P

J
90 segundos

3—PGAv

5 segundos

5 minutos

Figura 11-2. Esquemas de los resultados obtenidos al ha-
cer la autorradiografia de los cromatogramas obhtenidos
con suspensiones de algas iluminadas. Las muestras se ob-
tuvieron 5, 90 y 300 segundos tras anadir '"CO, a las sus-
pensiones de algas. Obsérvense los cambios con el tiempo
en la aparicion de sustancias marcadas {(adaptado de Hess,
D. Fisiologia Vegetal. Editorial Omega, Barcelona, 1980).
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un aumento de la concentracion de un azdcar de 5 ato-
mos de carbono fosforilado en cada uno de sus extre-
mos, la ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP). Interrumpiendo
el suministro de luz en vez del CO,, se observaba un
incremento inicial de la concentracién de 3-PGA junto
a una disminucion progresiva de la RuBP (Fig. 11-3).
Los incrementos de concentracion molar del 3-PGA
eran el doble que las disminuciones dec la concentracicon
molar de 1a RuBP. Por otro lado, en cuanto la concen-
tracion de RuBP se hacia nula la acumulacion de 3-
PGA disminuia drdsticamente, Estas evidencias sugieren
que la RuBP actda como accptor del CO, y precursor del
3-PGA. Se establecid asi la ruta metabolica que explica-
ba las reacciones quimicas que conducen a la reduccion
del CO,, las que permiten la formacion de los primeros
carbohidratos y las que concluyen con la regeneracion de
la RuBP. Esta ruta, tras una serie de reacciones, generaba
la RuBP y demostraba tratarse de un ciclo bioguimico.
Este ciclo se conoecio con el nombre de sus descubrido-
res Calvin-Benson-Bassham, aunque moedernamenic s¢
tiende a simplificar como Ciclo Fotosintético de Re-
duceidn del Carbono (CFRC)Y o Ciclo de Calvin,

v

2.2. EIl CFRC contiene diversos pasos que
consumen energia (ATP} y poder
reductor (NADPH) generados mediante la
cadena de transporte de electrones

Continuando con sus experimentos, Calvin y cols. y
otros grupos consiguieren dilucidar la ruta completa de
asimilacion del didxido de carbono, con todos sus inter-
mediarios, as{ como las enzimas que catalizan las dis-
tintas reacciones (Fig. 11-4). En esta ruta se diferencian
tres fases.

1. La fijacién inicial del CQ,. que tiene lugar por
carboxilacién de la RuBP.

2. La reduccion del carbono {ijado a hidratos de
carbono, que requiere ¢l aporte de energia y po-
der reductor generados mediante la cadena de
transporte electrénico.

3. Laregeneracién de la RuBP, que requiere tam-
bién aporte energético.

Cada una de estas tres fases, que se encuentran resu-
midas en la Figura 10-4, se detallan a continuacidn en ¢l
texto y en las Figuras 11-5, 11-6y 11-7.

La incorporacion del CO, 4 la RuBP se denomina
carboxilacion. Este paso esta catalizado por una enzima
denominada ribulosa- 1,5-bisfosfato  carboxilasa/oxige-
nasa («RuBisCo»). El nombre de carboxilasa/oxigenasa
se debe a que la rubisco cataliza también la oxigenacion
de la RuBP (véase Capitulo 12). La reaccién de carboxi-
lacién se desarrolla en cinco pasos, todos los cuales estdn
catalizados por la rubisco (Fig. 11-3).

Como se refleja en la Figura 11-4, estequiométrica-
mente s necesaria la fijacion de tres moléculas de CO,
para que el carbono pueda avanzar hacia la sintesis de
hidratos de carbono con la consiguiente regencracion
completa de RuBP, va que el primer intermediario de {a
sintesis ¢s un compuesto fosfatado de tres dlomos de
carbono (Fig. 11-4). Se describird, pues, el CFRC en
términos de fijacién de tres moléculas de CO,. Tras la
incorporacién de tres moléculas de CO, a tres molécu-
las de RuBP se obtienen seis moléculas de 3-PGA. La
mayor parte de la energia consumida en ¢l CFRC se
consume durante la reduccion del grupo carboxilico del
3-PGA. En primer lugar, cada una de las scis moléculas
de 3-PGA es fosforilada con consumo de una molécula
de ATP, en una reaccién catalizada por la PGA quinasa.
Cada una de las seis moléculas de 1.3-bisfosfoglicerato

Luz Oscuridad Luz
w
2 27
=
&
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g
S 3—P.GA
g ' )
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8 L RuBP
P . !
° ‘
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Se apaga la luz

Se enciende la luz

Figura 11-3. Esguema que representa la variacion en las concentraciones de 3-PGA y de ta RuBP en una suspensién de
algas verdes unicelulares al apagar y encender la luz {(adaptado de Bassham, J.A. y Calvin, M. The Path of Carbon in Photosyn-
thesis. Prentice-Hall Inc., Englewood Cliffs, New Jersey, 1957).
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Figura 11-4. Esquema general del ciclo fotosintético de reduccién de carbono (CFRC} o ciclo de Calvin. A la derecha de cada
compuesto intermediario se muestra entre paréntesis el nimero de dtomos de C de la molécula. El paréntesis a la izquierda o arriba
muestra €l numero de moléculas.
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Figura 11-5.

Detalle del CFRC. Fase de carboxilacion de la RuBP, la cual se lleva a cabo por accion de una sola enzima, la

rubisco (adaptado de Azcon-Bieto y Talon, 1993).

originadas es, entonces, reducida a gliceraldehido 3-
fosfato (GAP) por la gliceraldehido 3-losfato deshidro-
genasa, que consume poder reductor ¢n forma de
NADPH (Fig. 11-6). De las scis moléculas formadas de
GAP, una es derivada a la sintesis neta de carbohidra-
tos, mientras las otras cinco participan en la regenera-
cion de RuBP.

Las reacciones implicadas en la regeneracién de
RuBP son similares a las de la via de las pentosas-fosta-
lo, presente tanto en plantas como eén animales (véase
Capitulo [4). Sélo la Gltima enzima implicada, la fosto-
rribuloquinasa (Fig. 11-4), se cncuentra exclusivamente
en los cloroplastos. La fase de regeneracién consta de
una secuencia compleja de inlerconversiones entre mo-
léculas de azdcar que tienen de tres a sicte atomos de
carbono. Para que pueda darse la regeneracion es nece-
saria la interconversion de GAP en dihidroxiacetona-
fosfato (DHAP), compucsto similar al GAP salvo por-
que posee el grupo carbonilo en el interior de la molé-
cula (acetona} en lugar de un extremo (aldehido) (Fig.
11-7). Una moiécula de GAP se une con una de DHAP
para originar una molécula de fructosa 1.6-bislostalo
(seis carbonos}, en una reaccion catalizada por la aldo-
sa. La fructosa |,6-bisfostato pierde un grupo fosfato
para originar [ructosa 6-fosfato (Fig. 11-4) en una reac-

cion catalizada por la [tuctosa 1.6-bisfosfatasa. A conti-
nuacion, la enzima transcetolasa cataliza una doble
reaccion. Por un lado, la escisidn de la fructosa 6-fosta-
to en una molécula de eritrosa 4-fosfato (cuatro carbo-
nos) y un complejo glicoaldehido (Fig. 11-7). Por otro,
la combinacién del compleje glicoaldehido con una
molécula de GAP, para originar una molécula de xtlu-
losa 3-fosfato (cinco carbones) (Fig. 11-7). La xilulosa
5-fosfalo es transformada en su epimero ribulosa 5-fos-
fato con intervencion de una epimerasa. Por otra parte,
la eritrosa 4-fosfato formada se combina mediante la
accidn de una aldolasa con una molécula de DHAP para
originar una molécula de sedoheptulosa 1,7-hisfosfato
(sicte carbonos). Esta sc convierte en sedoheptulosa 7-
fosfato al perder un grupo tostato. En un paso cataliza-
do por la transcetolasa, la sedoheptulosa 1,7-bistosfaio
reacciona con la molécula de GAP que queda sin utili-
zar y s¢ originan dos compuestos de cince atomos de
carbono: una molécula de xilulosa 5-fosfato, que se
convierte en ribulosa 5-fostato por accién de la epime-
rasa, v una molécula de ribosa 5-fosfato que, a su vez,
se transforma también en ribulosa 5-fosfato en una
reaccién catalizada por una isomerasa (Fig. 11-7). De
este modo, el conjunto de reaccioncs cxpucsto origina,
a partir de 5 moléculas de GAP, tres moléculas de ribu-
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Figura 11-6. Detalle del CFRC. Fase de reduccion del 3-fosfoglicerato (3-PGA) a gliceraldehido-3-P {GAP} (adaptado de
Azcon-Bieto y Talon, 1993),

losa 5-fosfato. Estas tres moléculas son finalmente fos-
foriladas por la fosforribuloquinasa, con gasto de ATP,
para regenerar las tres moléculas de RuBP, que pueden
de este modo volver al comienzo del ciclo.

A partir de los ciclos descritos, la ecuacidon 11-1, que
expresaba en sintesis la formacion de carbohidratos a
partir de CO, y H,O cn la lolosintesis, puede concretar-
se con mayor detalle en la siguiente cxpresién:

6CO, + 6H,0 + 6RuBP + 12 NADPH +
+ 18 ATP -6 0O, + 6 RuBP + | GAP + | DHAP +
12 NADP* 4+ 12HT + 18 ADP + 16 Pi [11-2]

2.3. La sacarosa y el almidon se sintetizan
a partir de los compuestos obtenidos
en el CFRC

Las triosas fosfalo que se originan en el CFRC (ecua-
cién 11-2) son utilizadas para la sintcsis de sacarosa y
almidén,

La sintesis de sacarosa y otros productos que son
transportados por el [loema (Capitulo 5) tiene tugar en
el citosol. Ello ticne lugar mediante un mecanismo de
intercambio dc triosas-fosfate con fostato norganico
{P1) procedente del citosol, a través de un transportador
de la membrana interna del cloroplasto denominado
translocador de fosfato (Fig. 11-8). En el citosol. una
molécula de GAP se combina con una molécula de
DHAP para originar una molécula de {ructosa-1,6-bis-
fostato en una reaccion reversible (Fig. 11-9). A conti-
nuacién, la fructosa-1.6-bisfosfato origina fructosa 6-
fosfato en una reaccidn irreversible catalizada por fruc-
tosa bisfosfatasa.

Los siguientes pasos de la sintesis, con sus enzimas
correspondientes, se resumen en la Figura 11-9. El paso
de glucosa 1-fosfato a UDP-glucosa es el Gnico que re-
quiere aporte energético, en forma de UTP.

El exceso de triosa-fosfato que no se utiliza en la sin-
tesis de sacarosa se convierte en almiddén, que actia de
sustancia de reserva de carbono de manera similar a la

funcion del glucdgeno en células de animales y hongos.
La sintesis y el almacenamicnto del almidén tienen lu-
gar en el propio cloroplasto. donde se acumula durante
cl dia para ser movilizado y exportado durante la noche.
Dc ¢sta manera, los cloroplastos pueden proporcionar
carbono reducido al resto de la planta tanto de dia como
de noche. La sintesis de almdodn es semejante a la de
sacarosa (Fig. 11-9), y sélo difiere en los dos dltimos
pasos, La transformacion de 1a glucosa 1-fosfato utiliza
ATP en vez de UTP, originindose ADP-glucosa. Este
paso, catalizado por ta ADP glucosa-pirefosforilasa, es
el mas importante en la regulacion de la sintesis de al-
midén. El dltimo paso de la sintesis de almidén consiste
en la union de moléculas de glucosa para formar un po-
limere con dos tipos de cadena: la amilosa. una cadena
lineal de moléculas de glucosa unidas entre si por los
carbonos | y 4: y la amilopectina, que forma cadcnas de
ramificacion lateral mediante uniones entre los carbo-
nos | y 6 de la glucosa (Fig. 11-10). El almacenamiento
de carbono en forma de almiddn permite mantener ve-
locidades altas de fotosintesis, aun cuando a sintesis de
sacarosa sed mds lenta.

2.4. El carbono fijado en la fotosintesis se uti-
liza también para la sintesis de compues-
tos no glucidicos en el cloroplasto

Ademds de los carbohidratos, algunos aminodcidos,
dcidos grasos ¢ isoprenoides se sintetizan en el cloro-
plasto a partir del carbono fijado en la fotosintesis.
Algunos de los aminodcidos denominados esenciales
sc sintctizan cxclusivamente en los cloroplastos (Leuci-
na, Isoleucina, Valina y Lisina). Asimismo, todos los
dcidos grasos que sc encuentran en los vegetales son
sintetizados en los cloroplastos y otros plastos. Final-
mente, olro grupo dc sustancias, los isoprenoides, se
sintetiza en los cloroplastos (véase Capitulo 17). Este
aliimo grupo de sustancias incluye algunas de interés
esencial para la fotosintesis, como los carotenos y xan-
tolilas, v otras cuya funcidn es desconocida, aunque se
piensa que deben ser importantes, ya que la sintesis de
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Figura 11-7. Detalle del CFRC. Fase de regeneracion de RuBP a partir de GAP (adaptado de Azcon-Bieto y Taldn, 1993).
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3-PGA +—3-PGA
ATP ~ ATP
ADP ] ADP
NADPH ~ NADH
Translocado
NADP <] NAD de fosfato
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@ ‘}‘
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Figura 11-8. Esquema del funcionamiento del transloca-
dor de fosfato de los cloroplastos. Durante la fotosintesis se
produce triosa-fosfato (TP} en el interior del cloroplasto.
Durante la sintesis de sacarosa en el citosol se origina fos-
fato libre (Pi). Por tanto, el principal intercambio de fosfatos
tiene lugar entre TP del cloroplasto y Pi del citosol (1). Algu-
nas TP pueden ser intercambiadas por 3-PGA del citosol (2}
por el mismo transportador. Ello establece un ciclo en &l
que el 3-PGA es reducido en el estroma a TP, que sale al
citosol donde se reoxida a 3-PGA. De esta manera, se puede
exportar al citosol poder reductor (NADH) y ATP. Todos los
movimientos que se producen a traveés de este translocador
tienen lugar mediante un riguroso intercambio en direccio-
nes opuestas, de forma que la cantidad total de fosfato (li-
hre o ligado) en el interior de los cloroplastos no varia
{adaptado de Azcdn-Bieto y Taldn, 1993).

cada unidad a partir de malonil-CoA requiere un gasto
de energia y poder reductor igual al necesario para la
fijacién de una molécula de CO, y algunas plantas las
acumulan y/o emiten en grandes cantidades. Reciente-

r

mente se ha podido demostrar que el carbono utilizado
para la sintesis de 1soprenoides es carbono recién asimi-
lado en la fotosintesis. Otros isoprenoides cumplen fun-
ciones hormonales importantes, como ¢l dcido abscfsi-
co. las giberelinas o los esteroides.

3. REGULACION DE LA ASIMILACION
DEL CO,

3.1. La regulacion de la rubisco condiciona

la asimilacion de CO,

La rubisco constituye alrededor del 50 % de la proteina
soluble de las hojas de las plantas y, de hecho, se consi-
dera la proteina mds abundante en la naturaleza. Se tra-
1a de una proteina de peso molecular (PM) 550 000 Da,
compuesta por ocho subunidades de PM 55000 Da y
ocho de PM 14 000 Da. Cada subunidad grande (PM
55 000 Da) contiene un centro activo. de modo que
existen ocho centros activos por molécula de rubisco.
Esta estructura corresponde a eucariotas y algunos pro-
cariotas. Sin embargo, cn organismos Mmds primitivos
existen otras estructuras menos complejas. Asi. muchas
bacterias poscen una rubisco constituida por sélo 4 sub-
unidades grandes y 4 pequeitas, lo que significa dispo-
ner de solo 4 centros activos. BEn Rhodospirillum ru-
brum la estructura se simplifica a dos subunidades
grandes ¥ dos pequenias con un total de dos centros acti-
VOS.

Estas vanaciones en cuanto a la complejidad se co-
rresponden en general con variaciones en la eficiencia.
Como ya se ha dicho, la rubisco cataliza no solo la car-
boxilacion de la RuBP, sino también su oxigenacion.
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Figura 11-9. Esquema de la sintesis de sacarosa y almidan en el citosol y el cloroplasto, respectivamente. Los compuestos
que estan dentro de la linea de puntos, forman un acervo {«poob»} comun, ya que éstos estan conectados por reacciones
reversibles {adaptado de Azcén-Bieto y Taldn, 1993).
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Figura 11-10. El aimiddn se compone de amilosa y de ami-
lopectina. Las unidades de glucosa estan unidas mediante
configuracion z {x se refiere a la esterecquimica de la for-
ma) entre los carbonos 1y 4 {1y 6 en las ramificaciones). a}
Enlaces z-1,4 de moléculas de glucosa en la amilosa. b) La
amilopectina se ramifica como resultado de entaces z-1,6
(adaptado de Azcon-Bieto y Talén, 1993).

En este sentido, se considera una enzima de baja efi-
ciencia. Sin embargo, las enzimas con § sitios activos
muestran una afinidad por el CO, (factor especifica) 90
0 100 veces superior a la afinidad por el (3, mientras
que en la rubisco de Rhodospirillum csta afinidad es
solamente 10 veces superior. En general. se considera
que las formas de rubisco mds elementales y de menor
especificidad se corresponden con las formas de vida
mds arcaicas y, por tanto, formadas ¢n atmdsferas ex-
traordinariamente ricas en CO, y pobres en O, respecto
a las actuales.

Siempre que no haya limitaciones en la disponibili-
dad de luz o energia procedente de la cadena de trans-
porte electronico (Capitulo 10), la velocidad de captura
del CO, durante Ia fotosintesis para someterse a la ac-
cién de la rubisco suele venir determinada por alguno
de los siguientes factores:

1. La disponibilidad de CO, en los centros activos
y la ratto de concentraciones CO,/0,.

El aporte de RuBP.

La cantidad de rubisco presente.

El cstado de activacion de la rubisco.

i

En condiciones dptimas, la disponibilidad de CO, no
resulta un factor limitante para la fotosintesis y, aunque
la ratio CO,/0, es siempre baja (ya que la concentra-
cion de O, en la atméstera es del 21 %, mientras que la
de CO, es de tan solo 0.035-0.036 %) la mayor afinidad
de la rubisco por el CO, {(constante de Michaelis-Men-
ten, K, = 12 pM) frente al O, (K, = 250 ¢M) hace
que la concentracion de CO, sea suficiente para permi-
tir la carboxilacidn. Sin embargo, en condiciones en las
que produce el cierre de los estomas (por gjemplo, en
condiciones de sequia, Capitulos 4 y 30) la concentra-

cidn de CO, en el sitio de la carboxilacion puede dismi-
nuir considerablemenle, y por tanto, disminuye la ratio
C0,/0,, de modo que 1a velocidad de la fotosintesis se
ve limitada por este factor.

Dado que tanto el CO, como la RuBP actdan de sus-
tratos de la rubisco, el exceso de uno de los sustratos no
puede compensar la deficiencia del otro. O, lo que es lo
mismo, para una determinada concentracion y grado de
aclivacion de la rubisco, la disponibilidad de uno de los
dos sustratos resultard limitante de la velocidad fotosin-
tética. Ya se ha visto la limitacién en condiciones de
baja disponibilidad de CO,. Ahora bien, si la velocidad
de carboxilacidn es superior a la velocidad de regenera-
cidn de la RuBP, llegard un momento en que la asunila-
cion de CO, se verd limitada por la falta de RuBP dis-
ponible. Modificando la presion parcial de CO, en ¢l
aire que envuelve una hoja y eliminando el O, para su-
primir la oxigenacién de 1a RuBP, puede diferenciarse
si el factor que limita la [otosintesis es fa dispoenibilidad
de CO; o la disponibilidad de RuBP (Fig. 11-11). A
bajas presiones parciales de CO,, al ir incrementando la
concentracion, aumenta lincalmente la velocidad de
asimilacidn, Esta situacion se conoce como fotosintesis
limitada por rubisco o por disponibilidad de CO,. Sin
embargo, a partir de una determinada presidn parcial de
CO,. la velocidad de asimilacion de CO, no aumenta
por mas que s¢ incremente su concentracion, Esta situa-
cion indica falta de disponibilidad del otro sustrato de la
reaccién, la RuBP, y se conoce como fotosintesis limi-
tada por regeneracion de RuBP. En las concentraciones
actuales de CO, en la atmosfera (alrededor de 0.036 %)
el lactor limitante suele ser la disponibilidad de CO,,
a0n en condiciones de completa apertura estomaética.
Sin embargo, en determinadas condiciones de estrés o
en microhdbilat con clevadas concentraciones de CO,,
la fotosiniesis podria estar limitada por la regeneracion
de RuBP (véasc también el Capitulo 13).

La cantidad de rubisco presente en los cloroplastos
no es un factor limitante en condiciones normales. Sin
embargo, en condiciones de estrés que limiten la sinte-
sis proteica, bien por falta de componentes esenciales

Limitacion por regeneracion de RuBP

Fotosintesis

Presién parcial de CO,

Figura 11-11. Respuesta de la fotosintesis a la presion par-

cial de CO, en el aire, cuando se elimina el O, para impe-

dir la fotorrespiracién. {Adaptado de Azcon-Bieto y Taldn,
1993.)
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Figura 11-12. Activacion de la rubisco con intervencion
de CO, y magnesio.

(p. ej.. en condiciones deficitarias de nitrogeno), bien
por inhibicidn de la transcripcion o traduccidn genéti-
cas (p. ¢j., en condiciones de scquia prolongada), este
factor puede limitar fuertemente las tasas de fotosinte-
sis. '

Los mecanismos de activacidn de la rubisco tras su
sintesis son complejos, e incluyen diversos faclores. En
primer lugar, tras su traduccidn. la rubisco debe ser mo-
dificada para poder catalizar la carboxilacién. Esta
transformacion depende de CO, v pérdida de dos proto-
nes en una lisina especifica de la estructura proteica de
la rubisco, lo que origina la formacion de un carbamato.
Este CO, actiia como activador v es distinto del CO,
sustralo que posteriormente se ligard a la RuBP. A la
carga ncgativa del carbamato debe unirse Mg? ™ para
finalizar la activacion de fa rubisco (Fig. 11-12). Para
que pueda darse esta carbamilacion son necesarias ele-
vadas concentraciones de CO, y Mg? ™, asi como un pH
elevado. Estas condiciones se producen, precisamente,
en presencia de luz, ya que la iluminacién de los cloro-
plastos hace que los protones sean translocados al inte-
rior dei lumen tilacoidal, originande un incremento del
pH en ¢l estroma (Capitulo 10). También la concentra-
cién de Mg? ' aumenta cn el estroma. En este sentido,
la luz es indispensable para la activacidn de ta rubisco.
Parece ser, sin embargo, que estos cambios no son suti-
cientes para obtener los altos niveles de carbamilacion
gue se observan en las hojas. De hecho, esto seria sufi-
ciente para que la rubisco estuviera carbamilada en s6lo
un 30 %. que es el grado de carbamilacion que se obtie-
ne con extractos de rubisco en un tubo de ensayo. Se
piensa que la rubisco puede estar carbamilada al 100 %
en las hojas, lo cual requeriria la actividad de la rubisco
activasa, una proteina reguladora cuyo mecanismo atn
estd por dilucidar. Ademds, algunas plantas acumulan
sustancias inhibidoras de Ia actividad de la rubisco du-
rante la noche, como el carboxiarabinitol 1-fosfato, La
propia RuBP padria actuar como modulador de la acti-
vacion de la rubisco, ademds de como sustrato de fa

Luz

0,{C0O,/0,)

Mg2* RUBP/3PGA

RuBisCO

RuBisCO
activasa

ATP

pH charbaxiarabinitol-‘l-fosfato)
inhibider nocturno

Figura 11-13. Factores que intervienen en la regulacion de

la actividad de la rubisco.

misma. El funcionamiento de éstas y otras sustancias in
vivo, sin embargo, estd menos documentado, El papel
clave de la rubisco en la fotosintesis se refleja por la
diversidad de elementos que intervienen cn su regula-
cidn, que se resumen en la Figura 11-13,

3.2, Otros factores regulan la actividad
del CFRC

Adcmds de los mecanismos reguladores de la rubisco y
de la disponibilidad de sustratos (CO, y RuBP) para su
actividad carboxilasa, la regulacién de otras enzimas
del CFRC es también esencial para la coordinacion del
ciclo completo y la tasa fotosintética. Las enzimas que
catalizan reacciones irreversibles (como las bistosfata-
sas) o las que catalizan rcacciones que requieren ATP o
NADPH son, generalmente. las que estdn sometidas 2
un luerte control regulador. Se conocen fundamental-
mente tres tipos de mecanismos reguladores de enzimas
de CFRC:

1. Regulacién por reduccion de grupos tiol.

2. Activacién por variaciones de pH y concentra-
cion de magnesio.

3. Modulacién por cambios en la concentracion de
sustrato,

La regulacion por reduccidn de grupos tiol se basaen la
existencia de puentes disulluro entre residuos de cisteina
de la estructura de la enzima. El estado oxidado de estos
puentes disulfuro determina una cierta configuracion de la
estructura proteica. La reduccion de los mismeos puede ori-
ginar cambios conformacionales en la enzima que ori-
ginan su activacion. Los electrones necesarios para la
reduccion de la cistefna proceden de la cadena de trans-
potte electrénico, y son cedidos de la ferredoxina a una
proteina especitica quevontiene azufre, la tiorredoxi-
na, la cual los transfiere a las enzimas del estroma (Fig.
i 1-14). De¢ esta manera, puede decirse que estas cnzi-
mas son «activadas por luz», y este mecanismo consti-
tuye una segunda via de enlace entre las reacciones de
la cadena de transporte electronico (fase «luminosa» de
la fotosintesis) y ¢l CFRC (fase «oscura»). siendo el
primer nexo la produccién dec ATP y NADPH en la ca-
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Figura 11-14. Esquema general de activacion por la luz
mediante reduccion de puentes disulfuro de enzimas del
CFRC.

dena de transporte clectronico para su consumo en el
CFRC. Esta regulacion no permite un control variable
de la actividad enzimdtica, sino que actia como un sis-
tema de activacidn-des-activacion. Las enzimas del
CFRC que se regulan por este sistema son la gliceralde-
hido 3-fosfato-deshidrogenasa. la fructosa-1,6-bisfosfa-
tasa, la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa y la fosforribu-
loquinasa.

La activacidn por variaciones de pH y concentracion
de magnesio se ha explicado ya como mecanismo de
activacion de la rubisco (apartado 3.1). Otras enzimas
del CFRC gque comparten este mecanismo de activacion
son la fructosa-1,6-bisfostutasa y la sedoheplulosa-1,7-
hisfosfatasa. Al igual que la activacién por reduccién
de grupos. tiol, este mecanismo permite la activacion de
las enzimas durante ¢l dia y su desactivacidn durante la
noche, mis que un control variable de su actividad. Este
mecanismo constituye también otra via de acoplamien-
to entre la cadena de transporte electrénico y el CFRC.

La modulacién por cambios en la concentracion de
sustrato, al contrario que los dos mecanismos anterio-
res, conduce al control variable de las actividades enzi-
maticas. En las enzimas del CFRC es rara la regulacion
por variacioncs en la concentracidn del propio sustrato.
De hecho, a excepeidn del PGA v la RuBP. se observan
variaciones muy pequefias en las concentraciones de los
metabolitos que actian como sustratos de las distintas
reacciones del CFRC en las hojas. Sin embargo, se ha
observado un control de la actividad enzimatica por ac-
cién de un sustrato que actida en un lugar diferente al
sitio activo de la enzima (control alostérico). Asi, la
(ructosa-1.6-bisfosfato sensibiliza a la fructosa-1,6-bis-
fosfatasa a su activacion por horredoxina. Esto permite
que la actividad de fa enzima pucda responder a muy
pequefias variaciones en la concentracion dc su sustra-

to. Un mecanismo de control diferente es el de la fosfo-
rmibuloquinasa, la cual es sensible al PGA, de tal modo
que si la concentracion de PGA aumenta, la actividad
de la fostorribuloguinasa disminuye. Este mecanismo
ayuda a mantener constante la relacién entre la produc-
¢ion de PGA que depende de la actividad de la rubisco,
y la reduccién de PGA que depende de la velocidad con
que se sintetiza NADPH y ATP por mediacién de la
cadena de transporte electrénico.

3.3. La sintesis y exportacion
de fotoasimilados esta sujeta a
diferentes tipos de regulacion

El primer paso de la sintesis de sacarosa que estd [ucrte-
mente regulado es el que cataliza la fructosa- | ,6-bisfos-
fatasa. Al contrario que la isoenzima del estroma, regu-
lada por grupos tiol (apartado 3.2). la fructosa bisfosfatasa
citosdlica csta rcgulada por fructosa-2.6-bisfosfato, un
isomero del sustrato fructosa-1.6-bisfosfato. Cuando
esta sustancia estd presente, la actividad de la enzima es
haja, y cuando estd ausente. la actividad aumenta. La
concentracién de fructosa-2.6-bisfostato aumentia cuan-
do la velocidad de la fotosintesis cs baja. De esta mane-
ra se logra quc a bajas velocidades de fijacion de carbo-
no la actividad de la fructosa bisfosfatasa citosdélica
sea baja, cvitdndose asi un drenaje indtil de carbono
desde el cloroplasto. La actividad dc esta fructosa bis-
losfatasa controla la velocidad a la que el carbono (ija-
do en la fotosintesis se destina a la formacion de saca-
rosa.

L.a enzima mds importante en la regulacién de la sin-
tesis de sacarosa cs la sacarosa-fosfato sintasa. que ca-
taliza el paso de UDP-glucosa a sacarosa-fosfato (Fig.
11-9). Esta enzima se regula a través de la fosforilacion
de aminodcidos especificos, ademds de por la concen-
tracion de metabolitos diferentes de sus propios sustra-
tos. Estos metabolitos son el fosfato inorgdnico y la glu-
cosa 6-lostato. Cuando la velocidad de la fotosintesis se
incrementa, aumenta la sintesis de glucosa 6-fosfato y
disminuye la concentracidn de fosfato inorgdnico en el
citosol. Ambos factores estimulan la actividad de la sa-
carosa-fosfato sintasa, de manera que la sintesis de sa-
carosa equilibra su velocidad con la velocidad de fija-
cion del carbono.

La regulacion de la sintesis de almidon es similar a la
de la sintesis de sacarosa. Sin embargo, el paso mas
importante de la regulacidn es el que implica la conver-
sion de glucosa 1-P a ADP-glucoesa. La ADP glucosa-
pirefosforilasa es estimulada por PGA ¢ inhibida por
tosfato inorganico. Al incrementar la asimilacion foto-
sintética, aumenta la concentracion de PGA a expensas
del fosfato, de modo que se inerementa la actividad de
la enzima.
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3.4. La tasa de fotosintesis también esta
regulada por el uso y transporte
de asimilados

La capacidad de la planta para usar los productos de la
fotosintesis es limitada y puede reducir las tasas de asi-
milacidn de CQO, en las hojas. Este efecto [ue observado
al alargar extremadamente el periodo de iluminacién en
plantas cn condiciones ideales de cultivo {saturacién de
luz y CO,), de manera que tienen lugar elevadas tasas
de fotosintesis, cercanas a la maxima capacidad de la
hoja, las cuales disminuyen con el tiempo cuando, por
alguna razodn, la capacidad de utilizacién de los fotoasi-
milados estd reducida, esto es, cuando la produccion de
triosas-fosfato en el cloroplasto excedce la capacidad dc
utilizar sacarosa y almidon.

La sintesis de sacarosa y almidén son procesos de-
pendientes de las concentraciones de CO, y O,, a tra-
vés de los efectos de estos gases en la rubisco vy, por
tanto, en la produccidn posterior de triosas-fosfato
{véanse apartados 2.2, 3.1 y Capitulo 12). Sin emburgo,
los procesos, de la utilizacidn de sacarosa y almiddn no
dependen de CO, y O, y la limitacion de la fotosintesis
por exceso de triosas-fosfato se detecta porque la tasa
de fotosintesis no aumenta al elevar la concentracién de
CO, o reducir la de O,.

La tasa de sintesis de sacarosa y almidén determina
la rapidez del ciclo de fosfato inorgdnico. La sintesis de
sacarosa en el citoplasma libera (osfato inorginico, que
vuelve al cloroplasto (véase apartado 2.3). En muchas
plantas, la capacidad de sintesis de almidon es muy in-
ferior 4 la capacidad fotosintética por lo que en condi-
ciones de elevada iluminacién y alta concentracion de
CO,, la tasa de fotosintesis cstd fuertemente delermina-
da por la capacidad de sintesis de sacarosa y la conse-
cuente regeneracidn del fosfato inorganico necesario
dentro del cloroplasto para la sintesis de ATP.

Esta regulacién explica también la frecuente obser-
vacidn de tasas de fotosintesis més elevadas en las ho-
jas cercanas a los frutos (sumideros de toloasimilados),
y el efecto negativo de la escision de los sumideros (fru-
tos, tubérculos, etc.) sobre las tasas de fotosintesis (véa-
se Capitulo 5). La manipulacidn de las plantas para in-
crementar la utilizacion de los asimilados puede
aumentar la tasa de fotosintesis de las hojas. En la me-
Jora genética cldsica, la seleccion por tamafio v calidad
del fruto ha producido plantas en las que la utilizacton
de asimilados ¢s mds intensa (véase Capitulo 5).

Recientemente, se ha conseguido manipular genéti-
camente la expresion de la enzima sacarosa-fostato sin-
tasa (SPS), enzima clave en la sintesis de sacarosa
(véanse apartados 2.3, 3.3 y Fig. 11-9) consiguiéndose
plantas transgénicas de tomate que sobrcexpresaban ge-
nes de SPS procedentes de maiz. Estas plantas, en con-
diciones de elevada iluminacidn y alta concentracion de
CO, mostraron incrementos significativos de sus tasas
de fotosintesis respecto a las plantas nativas. La capaci-

dad de transferir, mediante ingenieria genética, mayor
capacidad de utilizacion de fos productos de la fotosin-
tesis parece una de las vias més prometedoras para in-
crementar la fotosintesis y, en consecuencia, la produc-
cion de los cultivos, midxime en una atmosfera que
incrementa progresivamentle su concentracion de CO,
(véase Capitulo 13).

RESUMEN

La asimilacién fotosintética del CO, es el primer paso
en la produccion de nueva biomasa y. por tanto, tiene
una importancia clave para el mantenimiento de la
biosfera, Los primeros productos de la asimilacién del
CO, son triosas-fosfato que. posteriormente, pasan a
ser moléculas de azdcares sencilios (glucosa, fructosa)
0 mis complejos (sacarosi y almidon).

El conocimiento de los primeros pasos cn la asimila-
cion del CO, mediante '*C permitié identificar el primer
aceptor para ¢l CO, (ribulosa-1,5-sfosfato, RuBP) y ¢l
primer producto de su asimilacidon 3-(fosfoglicerato). El
descubrimiento del ciclo fotosintético de reduccion del C
(CFRC) permite distinguir 3 fases diferenciadas: fija-
cién del CO, o carboxilacion, reduccién a hidratos de
carbonoe y regeneracién de la RuBP. A partir de glice-
raldehido 3-P y dihidroxiacetona-P (triosas-fostato), sc
inicia la formacidn de glucosa, fructosa y, posterior-
mente, almidén y sacarosa.

Existen diferentes mecanismos de regulacion de la
actividad carboxilasa de la rubisco, gque incluyen la ac-
tivacion por luz, presién parcial de CO, y otros. Las
otras cnizimas del CFRC y la formacion de los distintos
fotoasimilados presentan también intercsantes mecanis-
mos de regulacidn.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Combinando los conocimientos adquiridos en ¢l presente
capitulo vy en el anterior, calcule cudntos fotones deben
ser capturados como minime por la planta, para poder
sintetizar una molécula de hexosa en condiciones ideales.

2. Como se puede ver en la Figura 1 1-3, la concentracion de
RuBP y PGA marcados con “C en Chiorelia cambian
sus niveles al pasar de luz a oscunidad. Esta figura, ;es
una prucba suficiente de que la RuBP es el aceptor del
147 ; Sugiere esta figura que el PGA se forma a partir de
la RuBP?
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CAPITULO

12

FOTORRESPIRACION Y MECANISMOS DE
CONCENTRACION DEL DIOXIDO DE CARBONO

Hipédlito Medrano y Jaume Flexas

1. Introduccién, 2. Fotorrespiracion. 3. Mecanismo fotosintético C,. 4. Metabolismo dcido de las crasulaceas (CAM).
5. Otros mecanismos de concentracion de CO,. 6. Discriminacion isotdpica de los diversos mecanismos de fijacion fotosin-
tética del carbono. 7. Las diferentes vias de asimilacion del carbono en un contexto evolutivo.

1. INTRODUCCION

1.1. Las plantas presentén un tipo
de respiracion dependiente de la luz:
la fotorrespiracion

La asimilacién del CO, en la fotosintesis se realiza bi-
sicamente conforme a las rutas biequimicas explicadas
en el capitulo anterior. Junto a estas rutas, sin embargo,
se han descubierto posteriormente procesos bioguimi-
cos y modificaciones mortoldgicas que cambian sustan-
clalmente 1a efectividad del ciclo fotosintético de reduc-
cion del carbono (CFRC) y que suponen importantes
variaciones que afectan a la cliciencia energética de las
plantas. Asi, comentaremos en este capitulo los detalles
mds relevantes de la fotorrespiracion, asi como de dife-
rentes modilicaciones anatdmicas v vias metabdlicas
gue consiguen aumentar la concentracion del CO, en el
entorno de la rubisco.

Los primeros descubrimientos en relacion con la fo-
torrespiracion se remontan a los trabajos de Warburg
hacta 1920 en Chiorella, investigando el efecto inhibi-
dor del oxigeno a elevadas concentraciones sobre la fo-
tosintesis. Por otra parte. los estudios sobre el metabo-
lismo del glicolato demostraron que su formacion se
inhibia a altas concentraciones de CO,. v que constitufa
un metabolito importante de la respiracién en condicio-
nes de iluminacion. Posicriormente, se descubrid que,
en el locus activo de la rubisco, 1a RuBP puede unirse al
O, en lugar de al CO, para producir P-glicolato, ¢l pre-
cursor del glicolato. Este descubrimiento permitié inte-
grar los efectos de las altas concentraciones de O, sobre
la fotosintesis, la implicacién del glicolato y la relacion
{ntima de la fotorrespiracidn con el CFRC. En conjunto,
la fotorrespiracion suponc una reduccion de la eficien-
cia de la fotosintesis y, de hecho. durante unos afos se

invirtieron grandes esfuerzos en seleccionar plantas con
muy baja fotorrespiraciéon como via para incrementar la
produccién de los cultivos, con muy escaso éxito, La
funcidn fisioldgica de este proceso no estd totalmente
clarificada, aunque se estin acumulando evidencias so-
bre su importancia como via de disipacion de la energia
(consume poder reductor y ATP acumulados). lo cual
puede ayudar a mantener actlivo el aparato fotosintético
en condiciones de alta iluminacidn y bajo suministro de
CO,. La tmportancia de esle proceso en los distintos
tipos de plantas es desigual y depende, en bucna parte,
de las condiciones de crecimicnto.

1.2. Existen diferentes mecanismos
de asimilacién del diéxido de carbono

En diferentes familias {unas 17) de plantas superiores y
en unas 3000 especies, se ha desarrollado un mecanis-
mo de acumulacion del CO, alrededor de la rubisco en
el mesdfilo que aumenta la eficiencia de la fotosintesis,
sobre todo en climas secos y cdlidos. En los afios cin-
cuenta cstudiando la fotosintesis en la cafa de azicar,
se observd que los primeros productos marcados con
'*C no eran el 3-PGA ni el GAP (véase Capitulo 11),
sino los dcidos milico y aspartico (moléculas de 4 dto-
mos dc carbono). Al prolongar la incubacién con '*C
aparecia marcado el 3-PGA. En los afios sesenta. Hatch
v Slack acumularon nuevas pruebas y describicron la
existencia de esta via de asimilacion del carbono en
cafia de azucar y en otras plantas. que se denominaron
plantas C,. en contraposicion con las que presentan el
3-PGA como primer compuesto marcado con '*C, que
pasaron a llamarse plantas C ;. Las modificaciones bio-
quimicas que presentan estas plantas s¢ asocian a cam-
bios morfolégicos que permiten aislar, por una parte,
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los nuevos mecanismos de fijacion de CO, en ¢] meso-
filo y, por otra, la definitiva asimilacion del CO, por la
rubisco. El resultado es una tasa de fotosintesis muy
superior a la de las plantas C,, sobre todo para conduc-
tancias estomdticas bajas, y una mayor eficiencia en ¢l
uso del agua (véanse Capitulos 3, 4 y 13).

Otra modificaciéon impoertante del CFRC es la que se
encuentra cn muchas especies de plantas suculentas, de
hojas carnosas. Esta modificacion también supone una
concentracion del CO, en el entorno de la rubisco v fue
descubierta en plantas dec la familia de las crasuldceas,
que se denominaron plantas CAM (Crassulacean Acid
Metabolisim). En estas plantas, en gencral de zonas ari-
das, los estomas permanecen cerrados durante el dia
{con el consiguiente ahorro de agua) y se abren por la
noche. Asi, el primer producto de la fotosintesis es tam-
bién un compuesto de cuatro carbonos, pero la asimla-
cion de CO, tiene lugar por la noche. merced al poder
reductor que se ha ido acumulando durante cl dia.

En plantas que viven bajo el agua existcn igualmente
mecanismos de absorcién y concentracidn del CO, en
el mesdfilo que implican gasto energético. En medios
acudticos, la difusidn del CO, es 10 000 veces mds len-
ta que en el aire, lo que justifica la ventaja ecologica y
evolutiva de desarrollar estos mecanismos de concen-
tracion.

En conjunto, ¢l proceso de asimilacidn del CO, pre-
senta variaciones que podemos relacionar con el pro-
blema general del abastecimiento de CO, en ¢l entorno
de la rubisco. En este sentido, la adquisicidn de meca-
nismos de concentracion de CO, en los vegetales supo-
ne siempre una reduccién de la fotorrespiracion, pero

también una mejora de la capacidad de adaptacion a

ambientes dridos y cdlidos. con las consiguienics venta-
Jjas evolutivas.

2. FOTORRESPIRACION

2.1. En el lugar activo de la rubisco, la RuBP
puede reaccionar con O, en lugar
de con CO, y se Inicia el proceso
de fotorrespiracion

La actividad carboxilasa de la rubisco implica la unién
de la enzima con la RuBP en los loci activos, 1a forma-

CH,0PO,H- CH,OPO,H-
é=o WCF(l:—OH
1302+H—(",‘—0H — woﬁ é:o
H-(LOH H—(IZ—OH
CH,OPO,H- (|2H20PO3H’
RuBP

¢ion de un compucesto intermediario tras la aceptacion
del CO, (sustrato) y la liberacién de dos moléculas de
3-PGA. Sin embargo. al igual gue ¢l CO,, el O, puede
reaccionar con la RuBP para producir fosfoglicolato a
partir de los carbonos |y 2, v 3-PGA a partir dc los
carbonos restantes (Fig. 12-1). El O, y el CO, compi-
ten por los loci activos de la rubisco. es decir, el O, se
comporta como inhibidor competitivo del CO,.

La capacidad de catalizar tanto la carboxilacion
como la oxigenacion de la RuBP es una propiedad de la
rubisco actual, incluso, en bacterias autdtrofas anaerG-
bicas. La carboxilacién, medida in vitro a similares
concentraciones de O, y CO,, es unas 80 veces mds
rapida que la oxigenacion. Sin cmbargo. cn una solu-
cion acuosa a 25 C, la ratio CO,/0, cs de 0.0416. En
consecuencia, en condiciones atmostéricas normales, la
rubisco acliia como oxigenasa entre un 25 v un 30 % de
las veces. Hsta actividad oxigenasa de la rubisco es el
comienzo de un proceso Hlamado [otorrespiracion, que
tiene lugar en una seric de reacciones llamada ciclo C,
o ciclo fotorrespiratorio.

El fostoglicolato formado en el cloroplasto por oxi-
genacion de la RuBP es rdapidamente hidrolizado a ghi-
colato por una tosfatasa especifica (Fig. 12-2). El meta-
bolismo del glicolato implica la participacién de dos
organulos mds, los peroxisomas o microcuerpos y las
mitocondrias. Mediante un transportador especifico, el
alicolato sale del cloroplasto v difunde hacia el peroxi-
soma. El peroxisoma conticne grandes cantidades de
catalasa, enzima que cataliza la conversion perdxido de
hidrégeno (H,0,ya H,O + '/, O,. En el peroxisoma,
el glicolato es oxidado a glioxilato generdndose H,O,
que, mediante las catalasas, se transformari en H,O. El
glioxilato sufre una transaminacion en la que ¢l dona-
dor es probablemente glutamato y el producto. la glici-
na. Este aminodcido deja el peroxisoma y cntra en la
mitocondria donde el complejo glicina descarboxilasa
descompone una moelécula de glicina liberando amonia-
¢o y CO, y dejando libre el otro carbono de la glicina
que se une a un transportador especial de carbono (te-
trahidrofolato), que dona esie carbono a una segunda
glicina para formar serina. Tanto la glicina como la se-
rina pueden utilizarse para formar protcinas, pero cn su
mayor parte, serdn metabolizadas para formar 3-PGA.
El amonio liberado sc vuelve a fijar a través del ciclo de
la glutamina sintetasa-glutamato sintasa (GS;GOGAT)

CH,OPO;H- COOH
+ H,O | |
+ H—C—OH + “OH
VAR
0 OH CH,OPO;H-
Acido fosfoglicdlico 3-PGA

Figura 12-1. Actividad oxigenasa de la rubisco. El oxigeno reacciona con la RuBP formando un compuesto inestable que se

escinde en acido fosfoglicolico y 3-PGA.



Fotorrespiracion y mecanismos de concentracidn del didxido de carbono 189

—
CH,OPOE Cloroplasto
|
fl:=o ( 20, C|006
H—C—OH - CH,OPO
Ribulosa 1,5-bisfosfato
H—C—0OH carboxilasa-oxigenasa {2) Fasfoglicolato
CHZOPO@ (2) 3-Fosfoglicerato
{2) Ribulosa 2H,0 .
h Fosfoglicolato
1.5-bisfasfato fosfatasa
2P
?OOe ATP  ADP |COO'=’
H—C—OHA_L’ H—C—OH coo®
| Glicerato |
CH,OH  quinasa CH,OPO& CH,0H
Glicerato 3-fosfoglicerato {2) Glicolato
4
] i
4 | ‘
) Peroxisoma _
CO0® (l;OOa
H—(ll—OH CH,0H
CH,OH (2} Glicolato
Glicerato 0 20, Glicolate
Catalasa oxidasa
Hidroxi-  » NAD® }—* 2 H0,
piruvato
reductasa [~ NADH+H? 2 H0 coo®
coo® A
0 0O H
| (2) Glioxilato
CH,OH

Hidroxipiruvato
Serina glioxilato

amino-transferasa Glutamato Glutamato

glioxilato

Glutamato «-Cetoglutarato aminc-
transferasa
«¢-Cetoglutarato
coos cooe coo?
o | ® 5 |
HSN—(|3—H HSN—C“.—H H3N—C|A-H
CH,OH H H
Serina Glicina Glicina
N /
s ™~
Mitocondria
CO0"= Serina hidroxi- coeg® coo®
@ | metiltransferasa a | e |
H,;N—C— HyN—C—H HyN—C—H
| N | |
CH,OH H,0 H H
Serina Metilén- Glicina Glicina
tetrahidrofolato NAD®
Tetrahidrofolato (THF) Glicina
sintasa
Complejo enzimatico NADH+H®
Glicina descarboxilasa
Icina NHE N Coz
. S

Figura 12-2. Ciclo de la fotorrespiracion. Este ciclo implica la participacion de tres organulos: cloroplasto, peroxisoma y
mitocondria.
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con un clevado coste energético (véase Capitulo 15). La
serina pasa al peroxisoma, donde sufre una primera
transaminacion para dar hidroxipiruvato y, después,
una reduccion a glicerato. Este glicerato. finalmente,
entra en el cloroplasto, donde es fosforilado a 3-PGA
(Fig. 12-2).

En este proceso se ha consumido O, (en el primer
paso a cargo de rubisco y, después, en el peroxisoma) y
se ha liberado CO, (en la formacion de serina), por lo
que reune caracteristicas de proceso respiratorio. Sin
embargo, al contrario que la respiracion mitocondrial,
este proceso es dependiente de la tuz, se inhibe median-
te DCMU (un inhibidor de la fotosintesis a nivel de la
cadena de transporte de electrones) y no es sensible al
CN" . Ademis, es estimulado por concentraciones cre-
cientes de O,, incluso hasta llegar al 100% de O,,
mientras que la respiracion mitocondrial se satura a 10-
20mL Q, - 17" (Fig. 12-3). La fotorrespiracion es, por
tanto, un proceso distinto de la respiracion mitocondrial
(véase Capitulo 14).

2.2. La competicion entre carboxilacion y
oxigenacion de rubisco depende
de las propiedades cinéticas de la
enzima, la temperatura ambiente y las
concentraciones de O, y CO,

Puesto que la fotosintesis y la fotorrespiracion se pro-
ducen a la vez en la hoja, la tasa de asimilacion del CO,
(fotosintesis neta) es principalmente un balance entre el
CO, inicialmente fijado (fotosintesis bruta) y las pérdi-
das fotorrespiratorias. Como en ambos procesos estdn

0.05% "*C, 100% O,

R

ﬁ icolato
.\\

;}gw—ﬂ "---..&_____‘_‘
o
7

N )]
) \ |
#
2o

w
1
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a-___‘_‘_.‘

Fosfoglicolate

-
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-
(42
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Figura 12-3. Efecto del O, en la sintesis del glicolato. El
cultivo de algas se mantuvo a la luz expuesto, en primer
lugar, a aire con "“CQ, al 0.05 % para marcar todos los pro-
ductos intermediarios con "C. Después, se paso a aire que
cantenia solamente O, puro. La formacion de glicolato mar-
cado fue aumentando progresivamente.

implicados los mismos gases, pero con flujos en sentido
contrario, ¢s dificil medir por separado fotosintesis y
fotorrespiracién. Sin embargo, podemos evaluar tedri-
camente la importancia de cada proceso y estimar expe-
rimentalmente la dependencia respecto a ciertas varia-
bles.

En principio, por cada cuatro carbonos que entran en
el ciclo se pierde uno como CO, en las condiciones at-
mosféricas actuales, lo que indica que la fotosintesis
bruta debe estar alrededor del 125 % de lu medida expe-
rimentalmente.

El balance entre los dos ciclos estd determinado por
las propiedades cinéticas de la rubisco y la concentra-
¢ion de sustratos (O, y CO, ). Las propiedades cinéticas
de la rubisco presentan una variabilidad no muy alta
entre los organismos en que se han medido y resultan,
por hoy, dificiles de mejorar, a pesar de los importantes
esfuerzos que se estdn llevando a cabo mediante inge-
nierfa genética. Estas propiedades son dependientes de
la temperatura: al incrementarse la temperatura, sc fa-
voreee la actividad oxigenasa y, por otra parte, también
disminuye la ratio CO,/0, disueltos en agua porque la
solubilidad del CO, decrece mis que la del O,. Por tan-
(0. en conjunto, al aumentar la temperatura. s¢ favorece
la folorrespiracion.

2.3. La fotorrespiracion disminuye la
eficiencia de la fotosintesis, pero puede
proteger las plantas frente a un exceso
de luz en condiciones de bajo CO, en
el mesdfilo

Una primera consecuencia de la fotorrespiracion cs
que, ademas de reducir (junto con la cldsica respiracion
mitocondrial) la fotosintesis bruta a las tasas de {otosin-
tcsis neta, se produce un gasto energético importante
gue reduce también la eficiencia del proceso de asimi-
lacion det CO,,.

Si el CFRC supone el gasto de 2 NADPH v 3 ATP
por ciclo (521 kI, el ciclo fotorrespiralorio supone gas-
tar 2.5 NAD(P)H y 2 ATP (600 kJ} por cada RuBP oxi-
genada (Cuadro 12-1; en este esquema se asume que
cada NADH que se genera dentro de la mitocondria ¢n
¢l paso de 2 glicina a serina, se reoxida por la via cito-
cromica de la cadena respiratoria con produccién de 3
ATP). En atmésfera normal, con una ratio carboxila-
cidn/oxigenacion de 3:1, tlendremos un gasto energético
de 3 x 521kl + | x 600 k] = 2163 kI para fijar, en
neto, 2.5 carbonos (fijar tres y perder '/,). Por tanto, la
energia requerida para tijar un mol de CO, pasa de 521
a 867 kl. En conjunto, la eficiencia termodindmica se
reduce de un 90 % (467/521) a un 54 % (467/867).
Esta pérdida de eficiencia puede observarse cuando
medimaos un rendimiento cudntico mayor en condicio-
nes no fotorrespiratorias (p. ej.. en atmodsfera con un
2 % de O,) frente a condiciones de atmdésfera normal
(véase Capitulo 13).
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Cuadro 12-1. Gasto energético asociado a la carboxilacién y la oxigenacién
de la rubisco. En el caso de la oxigenacian, se asume que el NADH que se genera dentro
de la mitocondria en el paso de 2 glicina a serina, se reoxida completamente por la via
citocromica de la cadena respiratoria con produccion de 3 ATP por cada NADH (véase
Capitulo 14). Si, por el contrario, el NADH mitocondrial se exporta al peroxisoma me-
diante la lanzadera malato/oxalacetato para reducir el hidroxipiruvato, entonces el coste
de fijar un O, seria 3.5 ATP + 2 NAD(P) H. En la realidad, seguramente coexisten ambos
mecanismos de reoxidacion del NADH fotorrespiratorio mitocondrial con un coste inter-
medio de ATP y NAD(P)H

Gasto energético asociado a la carboxilacién

3(RuBPy+3C0O, +3H,0
6(3-PGA)Y+6 ATP+ONADPH
5(triosa-P)

3RuP -+ 3ATP

6(3-PGA)
6(triosa-P) + 6ADP + 6Pi +- 6NADP
3RuP +2Pi

3RuBP + 3ADP

3C0, +3H,0 +9ATP + 6NADPH

Coste de fijar un CO, =3ATP + 2NADPH

Triosa-P+9ADP 4+ 6NADP + 8Pi

10 (RuP)+ 10ATP

10 (RuBPy+ 10 O,
10(P-glicolato) + 10 glutamato

10 glicina+ 15ADP+ 15 Pi

5 serina+ 5 z-cetoglutarato

5 hidroxipiruvato +5NADH

5 glicerato 4 SATP

SNH, +5ATP 4 5 glutamato

5 glutamina + 5 z-cetoglutarato + SNADPH
15(3-PGA)Y 4+ ISATP 4 I5NADPH
15 triosa-P

Gasto energético asociado a la oxigenacién de la rubisco

10 (RuBP)+ [0ADP

10(P-glicolato) 4+ 10(3-PGA}

10Pi+ 10 glicina+ 10 s-cetoglutarato
5 serina+ ISATP +35 NH, +5C0Q,

5 hidroxipiruvato + 5 glutamato

5 glicerato +5NAD
3(3-PGA)+5ADP

5 glutamina+ SADP+5 Pi

10 glutamato + SNADP

15 tricsa-P+ 15 ADP+ 5 Pi + I5NADP
9 RuP+6 Pi

RuP+ 0, +2ATP + 2. 5NAD{P)H

Coste de fijar un O, = 2ATP + 23NAD(P)H

09 RuP+90.5CO,+2ADP+25NAD(PY+ 2.1 Pi

(Adaplado de Taiz, L. y Zeiger, L. Plant Physiology, The Benjamin/Cumnings Publishing Co.. Redwood City, Calitorma. 1991.)

Cabe preguntarse entonces por qué se mantiene en la
planta un proceso aparentemente sin bencficio y que
reduce fuerternente la eficiencia de la fotosintesis
—proceso basico para la produccidn y el crecimiento
de la planta— ; por qué la scleccidn natural no ha elimi-
nado este proceso? El descubrimiento de la actividad
oxigenasa de la rubisco (muy posterior al del ciclo del
glicolico o la fotorrespiracion) animé a estudiar a fondo
este punto de partida de todo el gasto fotorrespiratorio y
a conocer posibles variantes, efectos ambientales, elc.
Con los conocimientos actuales se entiende que la oxi-
genacidn resulta «inevitable» para ¢l locus activo de la
rubisco, quiza por la similitud de las propias moléculas
de O, y CO,. Aunque la fotorrespiracion resulte «inevi-
table», lo que si puede conseguirse cs minimizarla
aumentando la concentracién del CO, o reduciendo la
presencia de O, en la rubisco. En efecto, ciertas espe-
cies, de evolucidn reciente y frecuentemente de zonas
calidas y daridas, han desarrollado mecanismos (C,.
CAM, otros) que consiguen incrementar fuertemente la
concentracion del CQO, en el entorno de la rubisco v
reducir la incidencia de la fotorrespiracion a minimos.

Por otra parte, en condiciones de clevada ilumina-
cion y bajas concentraciones de CO, en el mesdfilo (p.
€]., por un cierre eslomatico en respuesta a la sequia o la
salinidad), la fotorrespiracién puede ser una via para
disipar el exceso de ATP v NADPH generado en los
tilacoides, previniéndose as{ los dafios que la acumula-
cidn de estos compuestos puede causar indirectamente
al aparato fotosintético. Su papel seria, por tanto, simi-
lar al de los carotenoides en cuanto que ayudan a prote-
ger la integridad del aparato fotosintético en condicio-
nes dificiles de fotoinhibicion (véanse Capitulos 10 y
30).

3. MECANISMO FOTOSINTETICO C,
3.1. Existen plantas en las que el primer
producto de fijacidn fotosintética es un
compuesto de cuatro atomos de carbono

La concentracién efectiva de CO, en el mesdfilo es
baja, puesto que en la atmdsfera lo es, y existen diversas
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Haces vasculares

Parénguima esponjoso

Cloropiastos

Mesdofilo

Haces vasculares

Células de la vaina

Figura 12-4. Comparacion de la anatomia de secciones transversales de hojas de plantas C, y C,.

barreras, sobre todo la apertura estomadtica, que limitan
el flujo de CO, hacia la rubisco. Ademds mantener
abiertos los estomas tigne un coste clevado cn pérdidas
de agua por transpiracion (véanse Capitulos 3 v 4). Al-
gunas plantas que ocupan principalmente zonas calidas
y, cn algunos casos, dridas o semiaridas han desarrolla-
do un sistema que les permite fijar el CO, ripidamente
en forma de dcido madlico o aspdrtico, para liberarlo
después en el entorno de la rubisco. Puesto que los pri-
meros productos de la fijacion de CO, ticnen 4 dtomos
de carbono, a estas plantas se les conoce como plantas
C,. Entre ellas estdin cultivos tan importantes como cl
maiz y la cafia de azdcar. y bastantes malas hierbas que
crecen en verano,

3.2. El mecanismo C, lleva asociadas
diferencias anatomicas y biogquimicas
respecto a las plantas C,

Este ciclo se desarrolla en una anatomia particular del
mesdfilo, la anatomia Kranz (Fig. 12-4) que fue descri-
ta a finales del siglo pasado. En estas plantas, las ¢élu-
las del mesdfilo, en vez de formar ¢l parénquima lagu-
nar y en empalizada, sc asocian alrededor de los haces
conductores formando una vaina espesa de células clo-
rofilicas grandes con los cloropastos agrupados en la
periferia y con paredes celularcs mds gruesas profusa-
mente atravesadas por plasmodesmos que comunican
las células de la vaina y las del meséfilo. Rodeando los
haces vasculares se encuentran células clorofilicas mas

pequefias, las eélulas de la vaina. Los cloroplastos de
las células de la vaina suelen ser mas grandes, ticnen
poco grana y acumulan almiddn. Los de las células del
mesofilo son de tamafio mds normal, tienen abundante
grana y no presentan almidén.

Comparada con la anatomia C,, esta disposicion ge-
nera una mayor proporcidn de espacio aéreo dentro de
la hoja alrededor de las células del meséfilo, asi como
un contacte directe de las células de la vaina con el
floema (en plantas C,, por término medio, cada célula
tiene enire 9 y 15 células entre ¢clla v ¢l haz mas proxi-
ma). En conjunto, esta disposicion del mesdéfilo facilita
la difusion del CO, y, en cierta forma, «canaliza» mds
estrechamente el flujo del carbono en el espacto y a
nivel bioquimico.

El ciclo C, comprende, basicamente, cuatro ctapas o
fases (Fig. 12-5):

1. Asimilacion del CO,, que implica la carboxila-
cidn del fosfoenolpiruvato en las células del me-
s¢filo para formar acidos C,.

2. Transporte de estos dcidos C, a las células de la
vaina,

3. Descarboxilacidn de estos dcidos en las células
de la vaina y generacién del CO,, que es fijado
por la rubisco y reducido a carbohidratos por via
del CFRC.

4. Regrese a las células del mesdfilo del dcido C4
(piruvato o alanina) formado por descarboxila-
cién de los dcidos C,, y regeneracion del aceptor
del CQ, (fosfoenolpiruvato).
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Figura 12-5. Esquema general de la ruta C, mostrando las cuatro fases principales.

En conjunto, se produce un transporte de CO, hacia
las células de la vaina dondc sc encuentra la mayor par-
te de la rubisco. La elevada concentracién de CO, que
se puede conseguir en estas células (unas 20 veces su-
perior a la de las células del mesofilo) aumenta la efi-
ciencia de carboxilacion de la rubisco (la actividad oxi-
genasa/fotorrespiracion queda practicamente anulada),
con lo que los rendimientos fotosintéticos son clara-
menie superiores a los de plantas Cs.

1. CO,+ H,0 = HCO, + H

(|IOO Coo-
PEPC
2, HCO;+(“Z—O—POSH‘ — = =0 +HPO,
C H—C—H
/N |
O H CoO
Fosfoenal- Oxalacetato

piruvato (PEP)

Figura 12-6. Paso inicial en la carboxilacion en las plantas
C4: carboxilacion del fosfoenolpiruvato a oxalacetato. La-
reaccion 1 esta catalizada por la enzima anhidrasa carboni-
ca (CA) y la reaccion 2 por la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC).

3.3. Existen diversos tipos de plantas C, vy,
también, especies intermedias C;-C,

En la primera fase del ciclo C, en el citosol de las célu-
las del mesdfile, el CO, pasa a formar bicarbonato,
bien espontdneamente o bien de forma acelerada por la
anhidrasa carbénica (véase apartado 5.2; también Capi-
tulos 6 y 7). El bicarbonato se combina con el fosfoe-
nolpiruvato (PEP) (gracias a la accidn de la fosfoenol-
piruvato carboxilasa) v da como resultado la formacion
de oxalacetato (Fig. 12-6), producto muy reactivo que
se convierte inmediatamente en malato o en aspartato,
mucho mds estables (Fig. 12-5).

En las fases siguientes, los acidos C, difunden hacia
las células de la vaina donde son descarboxilados, libe-
randose el CO,. La descarboxilacién pueden llevarla a
cabo tres enzimas distintas; la enzima madlica depen-
diente de NADP* (NADP-ME), localizada en el interior
de los cloroplastos, la PEP carboxiquinasa (PEPCK),
localizada cn el citosol, y la enzima mélica dependiente
de NAD "(NAD-ME), localizada en las mitocondrias.
Cada especie C, presenta alguna de estas vias, por lo
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que se distinguen tres tipos de plantas C, de acuerdo con
la enzima que descarboxila en la vaina (Cuadro 12-2).

En las plantas tipo NADP-ME {(p. ej., maiz) se trans-
fieren a los cloroplastos de las células de la vaina CO, y
poder reductor (NADPH) mediante el transporte de ma-
lato, y la triosa fosfato difunde de la vaina al meséfilo
para formar sacarosa. Por tanto, la necesidad de generar
poder reductor en la vaina cs menor, lo que explica la
baja densidad de fotosistema II (PSII), dado que el po-
der reductor se genera con la colaboracién de PSIT y
PSIL La presencia de PSI asegura el abastecimiento de
ATP mediante la fotofosforilacion ciclica (véase Capi-
tulo 10). La ausencia o escasez del PST supone asimis-
mo una generacién de O, reducida, que también contri-
buye a limitar ta fotorrespiracion.

En plantas tipo NAD-ME vy PEPCK no hay transfe-
rencia de poder reductor a las células de la vaina, y
transportan principalmente aspartato en vez de malato.
Al generarse poder reductor en los cloroplastos de la
vaina, se genera también O, que debe difundir al exte-
Fior.

El interés despertado por el ciclo C, y ¢l refiejo evi-
dente de las ventajas de este ciclo en la capacidad de
produccidn en maiz y cafia de aziicar animaron a estu-
diar su presencia en otras cspecies y a tratar de cruzar
especies Cy con €, como una via para introducir las
ventajas de las C, en algunas C,, aunque sin demasiado
éxito.

Se han encontrado mds de 3000 especies de plantas
que poscen caracteristicas C,, pertenecientes a unas 17
familias distintas, todas ellas, de angiospermas. Este
sindrome es particularmente abundante en especics de
gramineas tropicales y en dicotiledéneas (quenopodii-
ceas y amarantdceas, entre otras). En la flora europea se
citan unas 117 especies, cn su mayor parte gramincas.
En el género Atriplex se encuentran cspecies C, (A.
hastata) y otras C, (A. sabulosa). Asimismo, Flaveria
cronguistii es C,, mientras que Flaveria trinervig es
C,. Ademas, hay bastantes géneros (Flaveria, Mollugo,
Puanicum, enlre otros) que presentan especies «interme-

dias», es decir, que retinen algunas caracteristicas C,
pero no todas. Estas especies se consideran intermedia-
rios evolutivos.

El hecho de que el sindrome C, abarque modifica-
ciones anatdmticas, tisioldgicas y bioquimicas y que s6-
lo se manilieste por completo cuando los tres niveles
estdn presentes plantea intercsantes cuestiones de tipo
evolutivo, Para esclarecer estas cuestiones, ¢l cstudio
de los géneros con especies C,, y C, vy especies interme-
dias es de enorme interés. Asimismo, la aplicacién de
las técnicas de ingenieria genética al estudio de estas
modificaciones puede también ayudar a csclarccer el
origen y ensamblaje de dicho sindrome.

3.4. Lavia C, tiene un coste energético que
se compensa con una mayor eficiencia en
la carboxilacién

Comparadas con las plantas C; (véase Cuadro [2-1),
las C, tienen mayores requerimientos energéticos: nor-
malmente 2 moléculas extra de ATP por CO, fijado (5
ATP y 2 NADPH), debido a la conversion del piruvato
a PEP. En las plantas de tipo NADP-ME, s¢ requieren 2
ATP y 1 NADPH en las células dcl meséfilo, mientras
que en las NAD-ME v PEPCK se requicren s6lo 2 ATP.
Adicionalmente, las plantas PEPCK usan un ATP cn la
vaina. Esta energia extra requerida por las C,. en prin-
¢ipio, debe reducir su rendimicnto cudntico, pero queda
ampliamente compensada por la mavor eficiencia cn la
carboxilacion al conseguir la anulacién de las pérdidas
por fotorrespiracion que sufren las plantas C,.

La eficacia global de las plantas C, es superior a la
de las C5 porque, finalmente, requicren menos energia
para fijar un CO, y presentan mayor eficiencia respecto
al nitrégeno utilizado (proteina soluble ¢n hoja) y en el
usd del agua. La mayor eficiencia energética se mantie-
ne mientras la energia empleada en bombear CO, resul-
te inferior al gasto fotorrespiratorio de las C5. Por tanto,
a bajas temperaturas { <25 “C) la fotorrespiracion es

Cuadro 12-2. Subtipos del ciclo fotosintético C,

ma)

) Acido C, devuelto
Nombre Acido C, principal en Enzima a las células
del subtipo las células de la vaina de descarboxilacion del mesdfilo Fjemplos

NADP-ME Malico Enzima mdlica depen- | Piruvato Maiz, cafia de azucar,
diente de NADP (cloro- SOrgo
plasto)

NAD-ME Aspartico Enzima madlica depen- | Alanina Panicum milliqceum
diente de NAD (mito-
condria)

PEP-CK Alanina/piruvato Fosfoenolpiruvato car- | Alanina/piruvato Panicum mdximum
boxiquinasa (citoplas-
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baja y hace que esle balance no sea favorable para las
C,. La mayor eficiencia en el use del nitrégeno se
debe a quc la rubisco, que supone la mayor parte del
nitrdgeno cn plantas, trabaja en las C, mds cerca de su
lasa maxima de carboxilacién y, por tanto, en las plan-
tas C, pueden mantenerse mayores tasas de carboxila-
cidn que en las C, con menor concentracion de rubisco.
En cuanto a la eficiencia en el uso del agua, al disponer
de un mayor gradiente de CO, entre la atmosfera y el
lugar de carboxilacién, para idéntica apertura estomati-
ca que las C;, conseguirdn un flujo mayor de CO, v,
por tanto, frente el mismo gasto de agua. su capacidad
de asimilacién de carbono resulta mas elevada.

Estas ventajas se hacen mds importantes, cuanto mas
dificil es el abastecimicnto de agua para la planta, ma-
yor competencia hay por el nitrdgeno y mayores son las
temperaturas. La distribucién geogrifica de kas cspecies
con este sindrome muestra que su abundancia es mayor
en zonas semi-iridas y de alias temperaturas,

4. METABOLISMO ACIDO DE LAS
CRASULACEAS {CAM)

4.1. Algunas plantas capturan el CO, por la
noche y lo transforman en carbohidratos
durante el dia

El metabolismo acido de las crasuldaceas (CAM, del in-
glés, Crassulacean Acid Merabolisim) debe su nombre a
que s¢ descubri¢ por primera vez en plantas de la fami-
lia de las crasuldceas, aunque no es en absoluto exclusi-
vo de dicho grupo. El nombre de metabolismo 4cido
hace referencia a la acumulacion de dcidos organicos
durante la noche por las plantas que poseen este meca-
nismo de fijacién de carbono. En cualquier caso, la foto-
sintesis CAM va asociada normalmente con hojas de
anatomia suculenta, con grandes vacuolas lienas de agua.

Esta via metabdlica es semejante a la via C, (aparta-
do 3}. Sin embargo, en la via CAM, la separacion de los
dos carboxilaciones no es espacial, como ocurria en tas
plantas C,, sino temporal. En efecto, en las plantas
CAM la carboxilacion C,, mediada por la PEP carboxi-
lasa, ticne lugar durante la noche en las células del me-
sdfilo. El oxalacetato tormado ¢s transformado en ma-
lato, forma en que sc¢ acumula el carbono durante la
noche en estas plantas. Esta transformacion conlleva un
gasto de poder reductor y es mediada por la enzima ma-
lato deshidrogenasa dependiente de NAD . El malato
acumulado se almaccna en las vacuolas, que son de
gran tamafio en las células de plantas CAM, pudiendo
ocupar mas del 95 % del volumen celular. La coneen-
tracion de malato al final de la noche suele ser muy alta
(>0.2 M), lo que confiere a estas hojas un cierto sabor
dcido al amanecer. Durante el dia, el malato se libera de
la vacuola y es descarboxilado a piruvato mediante una
de las tres enzimas, que cumplen idéntica funcidn en las
plantas C, (enzima malica dependiente de NAD ", en-

zima milica dependiente de NADP ™ o PEP carboxiqui-
nasa, segun la especie). Esta descarboxilacién lleva
consigo la liberacion de CO,. De este medo, al igual
que ocurria en las plantas C,, las plantas CAM incre-
mentan la concentracion de CO, en el lugar activo de la
rubisco. El piruvato resultante se transforma en almi-
don (véase Capitulo 11). Durante la noche siguiente, el
almidén origina por glucélisis moléculas de tosfoenol-
piruvato que constituyen el sustrato de la carboxilacion
por PEP carboxilasa, cerrdndose asi el ciclo. El esque-
ma comprensivo de esta via de fijacion del CO, se
muestra en la Figura 12-7. Como puede verse en la Fi-
gura 12-8, existe un ¢ierto antiparalelismo entre la con-
centracion de matato y la de almidon durante el diay la
noche en hojas de plantas CAM.

La separacion temporal de los procesos fotosintéticos
en las ptantas CAM hace que la asimilacién del carbono
tenga lugar durante la noche, cuando la demanda at-
mosférica de agua es muy baja. De este modo, pueden
mantener los estomas abiertos sin apenas pérdida de agua
y cerrar los estomas durante el dia, cuando la demanda
atmosférica cs alta. Por tal motivo, 1a fotosintesis CAM se
asocia con una clevada eficiencia en el uso del agua.

4.2. El ciclo CAM consta de cuatro
fases diferenciadas

Analizando con algo mds de detalle, el ciclo CAM alo
largo de un dia puede dividirse en cuatro fases, denomi-
nadas simplemente fases I, I, 1H y 1V, La Figura 12-9
muestra la evolucion diaria, con las cuatro fascs citadas,
de la tasa de fijacion de CO,, la resisiencia estomitica
{(es decir, el grado de cierre de los estomas) y la acumu-
lacion de malato.

La fase I es la que tiene lugar durante la noche. En
ella, la resistencia estomadtica es baja y la concentracidn
de dcido malico aumenta en paralelo con la tasa de fi-
jacion de CO,. Al final de la noche, la concentracidn
de malato alcanza un estado estacionario debido al ago-
tamiento del pool de fostfoenol-piruvato. A partir de ese
momento, la fijacién de CO, desciende rapidamente.

La fasc II tiene lugar durante las primeras horas tras
el amanecer. En esta fase, la resistencia estomilica es
todavia baja, debido a quc la demanda atmostérica de
agua sigue siendo suave en csas horas. Durante esta
fase s¢ produce un aumcento de la (asa de fijacion de
CO, que no se traduce en incremento de la concentra-
cidn de malato, ya que, en esta fase, la fijacién de CO,
tiene lugar mediante la via C, normal.

La fase I es la fase CAM tipica que tiene lugar du-
rante las horas centrales del dia, cn presencia de eleva-
da iluminacién. Durantc esta tase, la resistencia esto-
matica aumenta hasta el cierre cstomdtico completo. La
incorporacion de CO, a la planta, por consiguiente, s¢
reduce hasta pricticamente anularse. Se producen la
descarboxilacion del malato acumulado durante la no-
che y la utilizacidn por la rubisco del CO, liberado.
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Figura 12-7. Esquema general del ciclo CAM.

La fase IV tiene lugar al atardecer, cuando el pool de
malato va disminuyendo hasta casi desaparecer. En es-
tas condiciones, la tasa de reduccién de CO, se hace
progresivamente mayor que la tasa de liberacidn inter-
na por ¢l malato, de manera que la presion parcial de
CO, en el sitio activo de la rubisco desciende. Ello in-
duce la apertura de los estomas con el consiguiente in-
cremento de la tasa de fijacion de CO,, que tienc lugar
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Figura 12-8. Ciclo diario de |as concentraciones de malato
y almidén en plantas CAM. Obsérvese la variacion inversa
de ambos productos.

en csta fase mediante la via normal Cj, al igual que en
la fase 1L

Estas cuatro fases, en especial la Il y 1a TV, no siempre
se observan en las plantas CAM, ya que dependen de las
condiciones ambientales. En condiciones de estrés (véa-
se Capitulo 30) suele desaparecer alguna de las fases.

4.3. Existen plantas que funcionan como C,o0
CAM segun las condiciones ambientales

La separacidn entre plantas C, y CAM no es neta, sino
que existe un gradiente de especies con mas o menos
caracteristicas de uno u otro tipo de fotosintesis. Asi,
existen plantas con metabolismo C, estricto, otras con
metabolismo intermedio C,-CAM, otras con metabolis-
mo CAM estricto y otras con un metabolismo que se
conoce como CAM «initil». En este dltimo caso los
estomas s¢ mantienen cerrados dia y noche, de tal ma-
nera que el CO, respirado durante la noche se fija inter-
namente en forma de malato y se reasimila durante el
dia. Obviamente, este método no origina ninguna ga-
nancia neta de carbono, por lo que las plantas no pue-
den crecer. Sin embargo, 1a pérdida de carbono y agua
¢n estas condiciones ¢s extraordinariamente bhaja, por lo
que estas plantas pueden vivir durante mucho tiempo
incluso sin sistema radicular. Esta caracteristica se ha
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Figura 12-9. Ciclo diario de tasa de asimilacion del CO,,
resistencia estomatica y acumulacién de malato en una
planta CAM tipica {adaptado de Osmond, 1978).

utilizada para obtener plantas ornamentales, sin raices,
que pueden vivir sin agua colgadas de un techo o una
pared.

En muchas plantas, la presencia del metabolismo
CAM es facultativa, e inducible en funcién de las con-
diciones ambicntales. Briopivlium, por ejemplo, se com-
porta habitualmente como una planta C;, sin embargo, en
cuanto aparecen dias cortos y noches frias, 1a planta modi-
fica su metabolismo hacia CAM. En la llamada planta del
polo (Mesembryvanthemum crystalinum). frecuente en
algunas zonas de nuestro litoral, las condiciones de es-
trés salino, al igual que las de estrés hidrico, inducen un
cambio de metabolismo C, a metabolismo CAM.

5. OTROS MECANISMOS
DE CONCENTRACION DE CO,

5.1. Los vegetales acuaticos poseen
mecanismos de bombeo de CO, al
interior celular

Algunos vegetales acudticos asimilan el CO, del medio
por simple difusién hasta Ia rubisco, de modo similar a
como lo hacen las plantas terrestres del tipo C5. Estos
son, sin embargo, la minoria. En el ambiente acudtico,
la ratio de concentraciones O,/CO, es alin mayor que

en la almosfera. Mas audn, el coeficiente de difusién del
CO, en agua es cuatro érdenes de magnitud inferior al
coeficiente en aire, y decrece ademds al incrementarse
la temperatura. Por otre lado, el equilibrio entre carbo-
nato y bicarbonato se encuentra claramente desplazado
hacia este dlumo en la mayoria de ambientes acudticos
{(Fig. 12-10), especialmente en aguas con valores de pH
de 8 6 mas alcalinas, de manera que pricticamente todo
el carbono inorganico se encuentra en {forma de HCO; .
En estas condiciones, una asimilacién del CO, por sim-
ple difusién como la que se da en plantas terrestres Cy
es, necesariamente, muy poco efectiva.

Por todo ¢llo, los vegetates acudticos (algas unicelu-
lares, algas pluricelularcs, plantas macrofitas acudticas
y lanerégamas marinas) han desarrollado diversos me-
canismos para concentrar CO, en el entorno de la rubis-
co. Las caracteristicas comunes a todos cstos mecanis-
mos son que logran maniener una cencentracion de
CO, estable en el sitio activo de la rubisco y que esta
concentracidon excede la que es habitual en situacion de
equilibrio con la atmésfera. De hecho, la mayeria de
vegetales acudticos posec una rubisco con un factor es-
pecifico (afinidad por el CO,) mds bajo que las plantas
terrestres, sin que se vea por ello afectada su capacidad
fotosintética normal. Los principales grupos de vegetales
acudticos pueden clasiticarse en cinco categorfas segiin
sus mecanismos de adquisicién de carbono inorganico:

b, Vegetales que adquieren el CO, dircctamente
del medio por difusion. Este es un mecanismo poco co-
muin en plantas acudlicas, propio de ambicntes especial-
mente enriquecidos en CO, por organotrotfia, tales
como pequefias charcas temporales eutroficas,

2. Rizdéfitas que crecen sobre sedimentos enrigue-
cidos en CO, por organotrofia. En este caso, el CO, s¢
transporta desde las rafces a los tallos a través de espa-
cios aéreos intercelulares. Este mecanismo ¢s propio de
plantas secundariamente acudticas, como las isoetales
(pteriddfitas). También se encuentra en isoétidos terres-
tres que carccen de estomas, como Stylires andicola.
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Figura 12-10. Abundancia relativa de varias formas de
carbono inorganico con diferentes valares de pH en el
agua. Notese que a pH habituales (7-8.5) la forma mayori-
taria es el HCO_, mientras que el CO, es practicamente
inexistente.
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3. Plantas y algas que utilizan HCO} para la acu-
mulacidén del carbono inorgdnico. Es el mecanismo mis
comun en la mayor parte de vegetales acudticos (Elo-
dea canadensis, Potamogeton lucens, Chlamvdome-
nas...). En algunos casos, se da una catilisis extrace-
lular de HCO; a CO,, ¢l cual es incorporado
rapidamente al interior celular, o bien un bombeo direc-
to de HCO4, cl cual cs posteriormente convertido en
CO, por la anhidrasa carbénica (véase Fig. 12-11, apar-
tado 5.2). En ambos casos la {ijacidon viene mediada por
la rubisco. Los mecanismos exactos de bombeo de
HCO, . en especial si se trata de mecanismos electrogé-
nicos o mediados por transportadores de tipo uniporte,
antiporte o simporte, activos 0 pasivos, asi como su in-
terferencia con la regulacién del pH intracelular son
uno de los campos de estudio de 1a fotosintesis acuitica
de mayor actualidad. Parece ser que el mecanismo de
transporte no es universal, sino que diversos organis-
mos han adoptado diversos sistemas, siendo el mas ha-
bitual el cotransporte clectrogénico de HCO, y H'
(véase también Capitulo 7).

4. Plantas con comportamiento CAM o C,. Los
mecanismos anteriores, apartc del bombeo aclivo de
carbono, pueden considerarse tipicamente propios de
plantas C5. Existen otros vegetales acudticos, sin em-
bargo, en las que la estrategia consistc ¢n uta primera
fijacién realizada por PEP-carboxilasa o PEP-carboxi-
quinasa, originiAndose un compuesto de cuatro carbonos
que posteriormente cs descarboxilado, y el €, des-
prendido es fijado por rubisco. En la mayoria de plantas
de este tipo, la separacion entre la fijacion primaria por
PEP-carboxilasa o PEP-carboxiquinasa y la secundaria
por rubisco es de tipo temporal, por lo que sc considera
que estas plantas tienen un mecanismo fotosintético de
tipo CAM. Tal es el caso de algunos isoétidos acuaticos
o de las crasuldceas acudticas (Isoetes sp., ...). Se cono-
cen también algunos casos, todavia discutidos de sepa-
racién espacial tipo C, como la cloroficea marina Udo-
tea flabellum, con meabolismo folosintético similar al
de las plantas C, pero sin anatomia Kranz. Es el caso
también de la planta acudtica de agua dulce y de creci-

HCO,

Tilacoide I’I
Pirenoide

Figura 12-11.

Estroma,

micnto invasivo, Hydrilla verticillara, la cual posee un
mecanismo de concentracion de CO, inducible por la
baja concentracion de carbono inorgdnico disuelto. En
otros casos, como Litorella sp., parecen darse simultd-
neamente mecanismos C, y CAM en la asimilacion del
CO, por las raices.

5.2. lLaanhidrasa carbénica convierte el HCO.
en CO, para su utilizacion por la rubisco,
ademas de desempenar otros papeles
importantes en la fotosintesis

Como se ha comentado, une de los mecanismos mds
comunes de concentracton de CO, cn vegetales acudti-
cos es el bombeo de HCO; al interior celular. Dado
que ¢l HCO; no puede actuar como sustrato de la ru-
bisco, debe ser convertide a CO, para que pueda darse
ta reduccidn fotosintética. La cnzima encargada de esta
transformacion es la anhidrasa carbdnica. una melta-
loenzima que contiene cine (véuse Capitulo 6). En la
mayor parte de algas, esta enzima se halla asociada a
una estructura globosa. ¢l pircnoide, que se encuentra
en ¢l interior del cloroplasto. Ademds de cumplir con
esta funcion, es muy posible que el transportador de
HCO al interior celular (véase apartado anterior) sea
también una anhidrasa carbdnica, ya que el HCO debe
ser deshidratado para poder atravesar la capa hidréfoba
de la membrana celular. 1.a Figura 12-11 muestra el
mecanismo bdsico de concentracion de carbono inorga-
nico en una célula de alga verde. indicdndose la locali-
zacion de diferentes anhidrasas carbdnicas en el interior
celular.

Ademis de cumplir importantes funciones en la foto-
sintesis de los vegetales acuiticos, la anhidrasa carbéni-
ca se halla presente en las plantas terrestres, tanto en C4
como en C, o CAM, por lo que el estudio de la estructu-
ra y funcién de esta enzima es otro de los puntos clave
de los estudios actuales sobre fotosintesis. En las plan-
tas C, y CAM su funcidn es imprescindible, ya que ca-
taliza el primer paso de la fijacion fotosintética del car-

Membrana
del cloroplasto
Citosol Pared celular
co, CO, CO,
tca? 1 cA
HCO; PHCO; 4— HCO;

Mitocondria
%C A Espacio

periplasmatico

Membrana
celular

Mecanismo basico de concentracion del carbono en una célula de alga verde.
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bone. En efecto, aunqgue la primera carboxilacién es ca-
talizada por la PEP-carboxilasa, el sustrato de esta enzi-
ma es el HCO; | y no el CO,, por lo que éste debe ser
convertido en HCO mediante una anhidrasa carbéni-
ca. En este caso, la anhidrasa carbdnica cataliza la reac-
cion opucsta a la que cataliza en los pirenoides de las
algas. También en las plantas C, la presencia de anhi-
drasa carbdnica es importante, constituyendo entre ¢l
0.5 v el 2% de la proteina soluble total. Por ello, se
pensd en la posibilidad de que existieran mecanismos
de concentracion de CO, en ¢l sitio activo de la rubisco
también en plantas C;. A la vista de los resultados, sin
cmbargo, esta hipdtesis parece poco probuble, Parece
que la funcion de la anhidrasa carbénica en plantas C,
serfa producir un equilibrio rdpido entre HCO; y CO,,
de manera que la difusion de CO, a través de la célula
fuera facilitada.

5.3. Algunos vegetales viven en
microhabitat con elevada concentracion
de CO,

Se hd dicho (Capitulo 11) que, en las condiciones am-
bientales actuales, el factor mas limitante para la foto-
sintesis de las plantas es la concentracion de CO, en la
atmoéslera. Sin embargo, existen numerosos microhdbi-
tat, generados por el medio o por las propias plantas, en
los gque la concentracién de CQO, es localmente alta. El
efecto de estos microhdbital sobre la fotosintesis de las
especies que viven en ellos ha sido poco estudiado. Asi,
por ejemplo, las pluntas que viven en ¢l sotobosque de
un bosque cerrado, cerca del suelo, pueden disponer de
una concentracion de CQO, algo mds elevada que los
arboles de ese mismo bosque. También, cxisten plantas
cuya estructura es pulvinular, es decir, que forman un
«cojinete» bajo mds o menos cerrado, con el envés de
las hojas a escasa distancia del suelo. Cabe pensar que
estas hojas dispondran de elevadas concentraciones de
CO,, desprendido por la respiracion edafica. Otras
plantas que pueden disponer de elevadas concentracio-
nes atmostéricas de CO, son las que viven en zonas
urbanas, o cerca de entradas de cueva y surgencias cn
zonas carsticas. Mucho mas complejo resulta el caso de
los liquenes. El componente alga de los liguenes, al es-
tar en contacto estreche con el hongo simbionte que
respira asi como con el sustrato sobre el que vive, puede
disponer de una elevada conceniracion de CO,. Sinem-
bargo, parece ser que esta elevada concentracién de
CO, no supone un aumento muy grande en la tasa foto-
sintética, ya que estas algas poscen una baja cficiencia
de carboxilacion. Por otra parte, la difusion del CO, a
los cloroplastos en liquenes varia notablemente segin
el contenido en agua del talo, habiéndose descrito in-
cluso la necesidad de mecanismos de bombeo similares
a los descritos en alga para permitir la fotosintesis de
los liquenes, aun disponiendo éstos de elevadas concen-
traciones de CO,.

6. DISCRIMINACION ISOTOPICA DE LOS
DIVERSOS MECANISMOS DE FIJACION
FOTOSINTETICA DEL CARBONO

6.1. El contenido en carbono 13 puede
utilizarse para discriminar el tipo
de fijacion metabdlica del carbono

En la atmésfera, ¢l 99 % del carbono en forma de CO,
se halla en forma del isétopo «normal» '2C. El 1 % res-
tante sc¢ halla en forma del is6topo '*C que, al ser mds
pesado, difunde mds lentamente y es utilizado mas des-
pacio por algunas enzimas. La rubisco, por ejemplo,
utiliza "*CO, un 3% mds despacio que '?CO,. En
cualquier caso. si todo el CO, que lega hasta la rubisco
es fijado fotosintéticamente, no se producird discrimi-
nacién isotdpica. Para que ésta se dé, la planta debe
poder «elcgir», es decir, el CO, debe poder difundir
hacia adentro y hacia afuera. Esto dltimo ocurre en lag
plantas C,, las cuales presentan una importante discri-
minacion isotépica. En las C,, en cambio, casi todo el
CO, que es bombeado desde las células del meséfito a
las de la vaina es, finalmente, fijado por la rubisco, por
to que no hay apenas discriminacion isotdpica. Este he-
cho puede ser utilizado para distinguir ambos tipos me-
tabdlicos, mediante andlisis del contenido en '*C de la
materia seca (Fig. 12-12).

Este método no permite distinguir las plantas CAM,
debido a que éstas suelen ser predominantemente CAM
o predominantemente €, (ya se ha dicho que existe un
gradiente continuo entre ambos lipos metabdlicos). Por
ello, el gradiente de discriminacidn isotdpica en las
CAM abarca todo cl gradiente de las C5 vy las C,. En
realidad, la distribucion de composiciones 1sotdpicas en
las CAM es bimodal, con muchas plantas en ¢l rango
de las plantas C;, y otras muchas en el rango dc las
C,. En el Cuadro 12-3 se muestran algunas caracteris-

Plantas C,

Plantas C,

o

Phmw g

E 3
.
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B

Figura 12-12. Distribucién de los valores de discrimina-
cion del *C en diferentes plantas C, y C, (adaptado de Az-
con-Bieto y Talon, 1993).
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Cuadro 12-3. Caracteristicas diferenciales de las tres principales vias fotosintéticas de asimilacion de C

Yia C, C, CAM
Enzima responsuable de la carboxi- | Rubisco Fosfoenolpiruvate carbo- Ambas: rubisco y PEPC
lacidn inicial xilasa {PEPC)
Anatomia Normal Kranz Suculenta
Tasa de fotosintesis Media Aha Baja
Inhibicién de la folosintesis por el | Si No S{ durante el dia, no durante
oxigeno la noche (caso de la fijacidn
oscura de CO,)
Eficiencia en el uso del agua Baja Media Alita

Distribucion geogrifica Amplia

Areas tropicales abicrtas y
hébitat aridos

Regiones y habitat dridos

ticas diferenciadoras de plantas C,. C, v CAM, inclu-
yvendo la discriminacidn isotdpica de cada lipo metabo-
lico. ‘El método de discriminacidn isotdpica tampoco
permite ditucidar la via fotosintética de vegetales acui-
ticos, debido a que el HCO, contiene sustancialmente
mas '*C quc ¢l CO,. Por otra parte. cualquiera de los
mecanismos de concentracién de carbono inergdnico
utilizados por los vegetales acudricos (apartado 5.1)
hace que la discriminacion isotdpica se asemeje a la de
las plantas C,.

7. LAS DIFERENTES VIAS DE ASIMILACION
DEL CARBONO EN UN CONTEXTO
EVOLUTIVO

7.1. Lavia C, tiene un origen reciente, tal vez
monofilético. La via CAM es ancestral y
polifilética

. ‘
Todas las plantas C, son angiospermas excepto, lal vez,
Udotea flabellwm, una cloroficea. Ello hace pensar en
un origen reciente para este tipo metabélico. El registro
fasil y el analisis isotopico de paleosuelos sugieren que,
en efecto, la aparicion de la via C, tuvo lugar durante el
Mioceno (hace 10 6 20 millones de afios). El hecho de
que el metabolismo C, sea exclusivo de angiospermas
ha hecho pensar en un origen monofilético. Sin embar-
g0, csle tipo de metabolismo se cncuentra tanto en algu-
nos grupos de monocotileddneas (gramineas y ciperi-
ceas) como en dicotiledoneas (drdenes centrospermas,
geraniales, campanuladas y gruinales), lo cual parece
apuntar a un origen polifilético. Al cruzar genéticamen-
te especies C, con especies C,, se observa que los ca-
racteres analdmicos (anatomia Kranz) sc scgregan in-
dependientemente de los caracteres fisiologicos. El
cardcter C, se veria favorecido frente al C; cn condi-
clones de temperaturas clevadas (véase Capitulo 13).

El caracter CAM, al contrario que el C,. cstd presen-
te en los grupos vegetales mas primitivos, lo cual sugie-
re un origen mas remoto. Asi, estd presente cn plerido-
fitas de las clases Lycopodiatae y Filicatae, incluyendo
las isoctales acudticas y terrestres (Srvlires ¢s el taxdn
mids antiguo que presenta la via CAM). También estd
presente en espermatdfitas, cspecialmente, en las an-
giospermas (tanto monocoliledéneas como dicotileds-
neas). La dnica gimnosperma a la que se ha atribuido
cardcter CAM, actwalmente en discusion, es Welwits-
chia mirabilis, ung extrana planta del desierto de Nami-
bia. Por otra parte, se conocen unas 20 000 cspecics
CAM., un orden de magnitud mas que de especies C., lo
cual parece confirmar el cardcter mds antiguo del meta-
bolisma CAM. La gran diversidad de grupos taxondmi-
¢os que prescntan metabolismo CAM sugiere, induda-
blemente, un origen polifilético para csta via metabdlica.
El hecho de encontrarse un amplio gradiente continuo
entre plantas C, y CAM, asi como la existencia de plan-
tas CAM inducibles por estrés ambiental parccen con-
firmar que el pool de genes que confieren este cardcter
debe estar presente en la mayoria de cspecies Cy, va-
riando solo su expresion. El metabolismo CAM consti-
tuiria una adaptacidn a condiciones de aridez periddica,
pero no permanente. De hecho, las plantas CAM resul-
tan mds abundanles en desiertos subtropicales. o como
epifitas en la zona tropical.

RESUMEN

En condiciones de atmastera normal (21 % de O,
0.036 % CQO,), la rubisco puede calalizar la reaccidn de
la RuBP con una molécula de O,, en lugar de con un
CO,. En este caso (aproximadamente una de cada cua-
tro reacciones). se forma un P-glicolato y un 3-PGA v
se inicia con ello la ruta del glicdlico en la que se consu-
men ATP y poder reductor, vy se desprende parte del
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CO, anteriormente fijado. Esta ruta supone utilizar O,
y emitir CO, y es dependiente de la luz. por lo gque
recibe ¢l nombre de fotorrespiracion, csta presente en
lodos los vegetales y reduce ¢l rendimiento energético
de la asimilacién det CO,, pero puede ser importante
para disipar excesos de poder reductor.

Diversos tipos dc plantas han desarrollado mecanis-
mos dc concentracidon de CO, en ¢l entorno de la rubis-
co, que implican una primera carboxilacion del CO,
para formar dcidos de 4 carbonos (mélico u oxalacéi-
co), que posteriormente se descarboxilan cerca de la ru-
bisco. Lay plantas C,, ademds de este mecamsmo, han
desarrollado una anatomia peculiar que relucrza la sc-
paracion espacial de las dos carboxitaciones y la efica-
cia del mismo. Las plantas CAM fijan el CO, de mane-
ra similar, pero por fa noche (de dia los estomas estdn
cerrados), y consiguen asi una scparacion temporal de
la carboxilacidn inicial y la definitiva (en ¢l ciclo de la
rubisco) que les permite aumentar la eficiencia cn el
uso del agua. En vegetales acuiticos, se concentra ¢l
CO, disuelto. gracias a una diversidad de mecanismos
de bombeo de carbono imorgdnico.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Teniendo en coenta: b} que en las condiciones atimostéri-
cas actuales, aproximadamente, de cuda cuatro reaccio-
nes de la rubisco. tres son de fijacion de CO, y una de
oxigenacion: 2) gue cada CO, fijado supone inverur la
energia de unos 10 fotones (3 ATP y 2 NAD(PYH); 3) que
cada cicle fotorrespiratorio supone la pérdida de '/, CO,:
A) Calcule el requerimiento cudntico de un cicle de foto-
rrespiracion (2 ATP 4+ 2.5 NADPH) y, B) calcule el coste
promedio de la asimilacion de CO; en estas condiciones.

C) ¢En qué proporcion se incrementa el requerimiento
cudntico tedrico en condiciones fotorrespiratorias?
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FOTOSINTESIS EN UN AMBIENTE

CAMBIANTE

Joaquin Azcdn-Bieto, Isabel Fleck, Xavier Aranda y Albert Xambé

1. Introduccion. 2. Disponibilidad de CO,. 3. La luz como factor ambiental mas variable que afecta a la fotosintesis.
4. Temperatura. 5. Otros factores que afectan a la fotosintesis. 6. Interaccién entre los factores que afectan a la fotosintesis.

7. Fotosintesis en el contexto del cambio climatico.

1. INTRODUCCION

El complejo proceso de la fotosintesis, descrito en los
cuatro capitulos anteriores, debe funcionar de forma in-
tegrada y cficiente en un medio ambiente en donde
existe una enorme variahbilidad natural dc factores
que aleclan a la tasa de fotosintesis, tales como la luz,
la temperatura, la humedad del aire, la disponibili-
dad hidrica del suclo y los nutrientes minerales. A
cstos factores ambientales variables puede afiadirse
también el didxido de carbono (CO,), el principal sus-
rato de la fotosintesis, ya que estd teniendo lugar un
ripido aumento de su concentracidn en la atmdsfera en
los dltimos anos, debido a las enormes emisiones de
este gas relacionadas con actividades humanas.

I.a 1asa dc fotosintesis de una hoja depende de mas de
50 reacciones individuales, cada una de las cuales pre-
senta su propia respuesta a cada variable ambiental, y
esta tasa global puede variar ampliamente cn ¢l curso
de un dia y, también, entre las diferentes estaciones del
afio, debido a cambios naturales de los regimenes lu-
minico, térmico, hidrico y nutricional. De la habilidad
que las plantas manifiesten para compensar los efectos
ambientales cambiantes en la fotosintesis, depende gran
parte de su rendimiento y supervivencia en un medio
ambiente determinado, especialmente cuando se dan si-
tuacioncs de estrés (por ejemplo. déficit hidricos). Asi-
mismo, la tasa de fotosintesis también puede variar a
largo plazo en las proximas décadas a través de comple-
jas respuestas adaptativas a los niveles cambiantes de
CO,. que incluyen respuestas tanto directas al propio
CO, como indirectas a través de cambros de lemperatu-
ra y régimen hidrico que pueden tener lugar en el futu-
ro, asociados al cambie climético que cabe esperar por
el aumento en la atmdsfera de CO, y de otros gases
«invernadero».

Cada uno de los factores ambientales citados afecta a

la tasa de fotosintesis de manera distinta, dependiendo
también de la escala de tiempo que se considere, por lo
que requieren un tratamiento individualizado en este
capitulo, sin descuidar que, en condiciones naturales,
pueden darse interacciones importantes entre ellos.
Asi, los factores que se estudiardn son principalmente el
CO,, la luz, la temperatura y los nutrientes, dado que el
efecto del déficit hidrico en la fotosintesis se trata en los
Cupitulos 3, 4 y 30.

2. DISPONIBILIDAD DE CO,

2.1. La tasa de fotosintesis esta relacionada
con la difusion del CO,

El CO, es un gas que se encuentra de forma natural en
la atmésfera en niveles muy bajos (350 partes por mi-
ll6n o ppm, aproximadamentc). A pesar de ello, es el
sustrato principal de la fotosintesis, ya que es la fuente
de carbono para la sintesis de los distintos compuestos
orgdnicos de las plantas,

La concentracién de CO, cn el aire alrededor de las
hojas influye marcadamente en el crecimicnto de las
plantas, dado que tienen que incorporar didxido de car-
bono en cantidades suficientes. La mayor parte de las
plantas depende de la ditusion del CO, desde la aimés-
fera hasta los cloroplastos, donde tendrd lugar la fija-
cion del didxido de carbono gracias a la actividad car-
boxilasa de la enzima rubisco (véase Capitulo 11).
Estas plantas en las que la absorcién de CO, depende de
la difusion son las denominadas plantas C;. Otras plan-
tas dependen menos de la difusion, ya que tienen meca-
nismos que les permiten concentrar ¢l CO, para la foto-
sintesis, aungue con un cierto coste energético. Ejemplo
de ellas son las plantas C, y las plantas CAM (meta-
bolismo 4cido de las crasuldceas) (véase Capitulo 12}.
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2.2. EI CO, debe atravesar distintas barreras
de la hoja hasta poder ser utilizado por
la rubisco

El CO, difunde desde el aire hasta el cloroplasto y, para
ello, debe pasar por distintas partes de la hoja: [} la
capa limite o boundary laver; 2) los estomas; 3) los es-
pacios aéreos del interior de la hoja; y 4) la fase liquida
en el interior de la hoja, que incluye la disolucion del
CO,. En cada uno de estos espacios de la hoja, disminu-
ye la concentracién de CO,, ya que actilan como resis-
tencias, andlogas a las dc un circuito ¢lécurico (Fig. 13-
1). Las resistencias foliares al paso det CO, se pueden
agrupar en dos tipos:

[) Resistencia de la fase gaseosa: Incluye las resis-
tencias ofrecidas por la capa limite (r,), la estomitica
(r.) y la de los espacios aéreos del interior de la hoja
(r}. La capa limite o capa estacionaria es una fina
pelicula de aire quicto que rodea la hoja olreciendo re-
sistencia a la difusién del CO,, de manera que la con-
centracion de este gas en esta zona es intermedia entre
la concentracidn externa del aire no atrapade por la hoja
y la interna de la misma. La magnitud de esta resisten-
cia disminuye con ¢l tamafio dc la hoja y con la ve-
locidad del viento (véasc Capitulo 3).

Una vez que ¢l CO, ha difundido a través de la capa
l{imite, entra por los poros cstomdticos. Los estomas
ofrecen una resistencia variable. segin el grado de
apertura en que se encuentren (véase Capitulo 3). Una
vez superada la resistencia estomdnica, el iltimo obs-

Cara adaxial

Resistencia de |a fase gaseosa:
r,: Resistencia de la capa limite
r.. Resistencia estomatica
r: Resistencia de los espacios aéreos

Resistencia de la fase liquida
7. Resistencia del mesofilo

me
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Cara abaxial

Cavidad subestomatica

CO, Estomna

ticulo de la fase gaseosa son los espacios aéreos del
interior de la hoja. es decir, las cavidades delimitadas
por las paredes de las células del mesétilo, incluyendo
las cavidades sub-estomadlicas (resistencia de los espa-
cios intercelulares, r)).
Como cs dificil determinar la resistencia a fa difusion
correspondiente a cada uno de los pasos, la fase gaseosa
se considera como un dinico reostato, ¢s decir, como
una unica resistencia variable, dado que la resistencia
cstomadtica tiene un efecto dominante. La determina-
cion de la resistencia gaseosa al CO, s¢ hace mediante
la medida previa de la resisiencia a la difusién del vapor
de agua (véase Capitulo 3). Dado que la molécula de
CO, es mds pesada que la del agua, aquélla difunde mds
lentamente, de manera que la resistencia al paso de CO,
es aproximadamente 1.6 veces mayor que la resistencia
al paso de vapor de agua. En términos de conductancia,
que es el pardmetro inverso de la resistencia (g = U/r),
la conductancia al CO, (g.) es 1.6 veces menor que la
conductancia al vapor de agua (g,
g.=g./1.6 [13-1]

El cilculo de 1a conductancia al CO, permite estimar

la concentracion de COQ, intercelular (C,), siempre y
cuando se haya medido también la concentracion exter-
na de CO, (C)) y la tasa de asimilacion neta de CO, (A):

C, =C, — Alg, [13-2]

o bien

C, = C, — 1.6 Alg, [13-3]

——— Capa limite

Cuticula exterior

Céluias epidérmicas

Células del mesdfilo

& "
g@&,@*@*&' —- Pared celular

Capa limite
Espacio aérea intercelular

Cuticula
interior

Figura 13-1. Seccion transversal de una hoja hipoestomatica de planta C, y analogia eléctrica de las resistencias de difu-
si6n al paso de CO, desde el aire hasta el interior de las células del mesofilo de la hoja.



donde las unidades son:

C,. C, = umol de CO, - mol™" de aire o ppm (fraccién
molar de CO,)

A = pmol de CO, - m ~ s '

g. g, = molde airc m~-s'

II) Resistencia de la fase liquida: Una vez que cl
CO, ha supcrado la resistencia a la fase gaseosa. tiene
que disolverse en la fase liquida que bafa las células,
atravesar la pared y la membrana celulares. el citosol, la
membrana de los cloroplastos y el estroma antes de po-
der ser utilizado por la rubisco. Todos estos pasos pue-
den englobarse en uno solo, la llamada resistencia del
mesofilo (¢, ). Las recientes medidas de la conductancia
del mesofilo (inversa de la resistencia) han determinado
gue la fraccidn molar ctectiva de CO, (yimol + mol "o
ppm) en el interior del estroma s¢ sitia, gencralmente,
entre un 50 y un 70% de la cxistente cn el aire que
rodea la hojas. Ello leva a que las plantas C ,, que bdsi-
camente dependen de la difusion de CO,. tengan unos
niveles de didxido de carbono alrededor de la rubisco
por debajo de su K| para el CO.. lo que implica un alto
requerimicnto proteico (y. por tanto, de nitrégeno); cs
decir, las plantas C, se ven obligadas a contener eleva-
das cantidades de rubisco para mantener altas lasas de
fotosintesis.

2.3. La apertura de los estomas durante
la absorcion de CO, comporta un coste
de agua para la planta

Para la difusion de CO, a través de la fasc gaseosa, los
estomas deben estar abiertos. Como consecucncia, s
exponen las superficies htimedas del interior de la hoja
a la aumosfera, lo gque provoca una pérdida de agua.
Esto supone aproximadamente entre 100 y 1000 molé-
culas de agua perdidas (tipicamente 240) por cada mo-
lécula de CO, incorporada en la folosintesis. Debido a
este efecto, en climas desfavorables desde el punto de
vista hidrico, la pérdida de agua por mantener los esto-
mas abiertos puede suponer un factor critico para la
planta. Por ello, existen varios mecanismos para reducir
estas pérdidas, comeo el de las plantas C, el cual consis-
te en concentrar ¢l CQ, en las células de la vaina, per-
miticndo que cstas plantas trabajen con una menor con-
centracidn de CO, intercelular que las plantas C; y, por
tanto, mantener una menor apertura estomdtica; o bien
¢l mecanismo de las plantas CAM, que consiste en fijar
el CO, por la noche y mantener los estomas cerrados
durante ¢l dig, cuando la ranspiracion podria ser muy
elevada (véase Capitulo 12).
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24. ElCO, estimula la fotosintesis a través
de su accion como sustrato

A pesar de la existencia de otros factores limitantes el
CO, cs un factor clave que determina la tasa de foto-
sintesis, ya que ¢s uno de los principales sustratos de
esle proceso (véanse Capitulos 11 y 12). Mayoritaria-
mente, si las plantas no presentan limitaciones por otros
factores, responden incrementando la fotosintesis a me-
dida que se incrementa la concentracion de CO,. Estos
incrementos de la fotosintesis no se dan de forma idén-
tica en lodas las plantas, sino que varian segin la fi-
siologia de cada una de ellas, tal como se muestra en
la Figura 13-2. En las plantas C,. el incremento del C,
s¢ traduce en un incremenio complejo de la tasa de fo-
tosfntesis neta (A)., ya que no sélo aumenta la asimi-
lacidn bruta de CO., sino que la folorrespiracion dis-
minuye al incrementar la concentracion de CO,. En las
plantas C,. en cambio, la gran acumulacién de CO, en
las células donde se encuentra la rubisco reprime la ma-
nifestacion de la fotorrespiracion y, por lunte, el aumento
de C, da lugar a una ripida respuesta inicial de la fo-
tosintesis, alcanzdndose la saturacién a niveles menores
de Ci que en ¢l caso de las plantas C, (Fig. 13-2). Por
lo tanto, la tasa de fotosintesis de las plantas C, es sen-
sible a las variaciones de CO, en un margen mayor que
en el caso de las C,. Esia sensibilidad de la fotosintesis
C, al CO, puede ser utilizada para mejorar la produc-
tividad vegetal en invernaderos comerciales con control
de CO,, y por supuesto tendrd un impacto en la foto-
sintesis de las plantas en una atméstera futura con ele-
vado CO, (véase apartado 7).

La region inicial de la curva A/C, (Fig. 13-3). donde
no s¢ manificsta saturacion de la fotosintesis, expresa la
utilizacion fotosintética del CO-, v la pendiente de la
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Figura 13-2. Efecto de la concentracidn intercelular de CO,
sobre la fotosintesis o asimilacion neta de CO, {curva A/C)
en hojas de plantas C, y C,.
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60 — Lirnitacion por regeneracion de RuBP
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Figura 13-3. Caracteristicas tipicas de la curva A/C, de una
hoja de planta C; fotosintetizando con O, al 21% vy luz in-
tensa.

curvi en esta regidn proporciona una estimacion de ta
eficiencia de los procesos de carboxilacion. En el caso
de las plantas C;, esto se corresponde con la eliciencia
de la rubisco, que cataliza la rcaccion del CO, con la
ribulosa 1,5-bisfosfato (RuBP) en cantidades cquimola-
res (véase Capitulo 11). Cuando los miveles de CO, son
bajos, la RuBP se sintetiza en la fase de regeneracion
del ciclo de Calvin, mas rdpidamente de lo que es utili-
zada por la rubisco y, por tanto, la RuBP sc cncuentra
cn exceso. En cstas condiciones, la fotosintesis estd li-
mitada por la actividad carboxilasa de la rubisco.
dado que los niveles del otro sustrato de esta enzima

duccion de €0,

(CO,) son bajos. Al aumentar los niveles de cste gas,
también aumenta la tasa total de fotosintesis, y la RuBP
se utilizard con mayor velocidad. Al llegar ¢l punto en
que la rubisco puede usar la RuBP mas rdapidamente de
lo que se sintetiza, Ja tasa de fotosintesis ya no aumenta
mds. lo que corresponde a la zona de saturacion de la
curva, Asi pues, 1a velocidad de regeneracion de RuBP
en ¢l ciclo de Calvin impone otro limite a la tasa foto-
sintética. Dado que, normalmente, la tasa de regenera-
cion de RuBP viene dada por la tasa de produccion de
ATP v NADPH tras la captacién de la luz en los tilacoi-
des, se sucle decir de esta segunda parte de la curva
AJC, que la fotosintesis estd limitada por la luz (trans-
porte de electrones y otras reacciones luminosas), en
contraposicion a la limitacidn por rubisco que sc atri-
buye a la primera parte de la curva. En tedo caso, hay
que tener en cuenta que la regenceracion de la RuBP
puede verse también limitada por la velocidad con que
el ion fosfato es liberado en la sintesis de sacarosa y
almidén a partir de las triosas-fosfato formadas en cf
ciclo de Calvin, ya que este mismo fostato es el que se
utiliza en el cloroplasto para la fosforilacién de ribulosa
5-fosfato a RuBP en ¢l Glimo paso del ciclo de Calvin
(véasce Capitulo 11). Por tanto. lo mds correcto y genéri-
co es hablar de limitacién por regeneracion de RuBP
(en lugar de limitacion por luz) en la zona de saturacion
de Ta curva A/C,.

En la curva A/C puede obscrvarse también que la
fotosintesis neta de la planta C, se hace nula a cierta
concentracion de CO, supenior a cero (Figs. 13-2y 13-3),
Este fendmeno puede explicarse mejor con la siguiente

s,
n?l/ac'f'cin d
(= CO
2

Punto de compensacion de CO,
I'=35-45 ppm CO,
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Figura 13-4. Determinacion del punto de compensacion de CO2 en un sistema de intercambio de gases cerrado.




experiencia. Si se coloca una planta, expuesta a la luz,
en una camara cerrady, sc observa que la concentracion
de CO, contenida en el aire de 1a cimara se va reducien-
do con el tiempo por accidn de la fotosintesis (Fig. 13-
4). La concentracion de CO, en el interior del recinto
cerrado va disminuyendo gradualmenle, pere nunca al-
canza valores nulos porque se establece un cquilibrio
cntre el CO, captado por la [otosiniesis y el CO, emiti-
do por la respiracion y la fotorrespiracidn. Este equili-
brio se conoce como punto de compensacion de CO,
('), que es aquella concentracién de CO, donde el ba-
lance entre la fijacion de CO, y la emisién de CO, es
cero, y en la curva A/C, corresponde al punto de inter-
seccidn de la curva con ¢l eje de abscisas (es decir,
cuando A =0} (Figs. [3-2 y 13-3). En las plantas C,, ¢l
valor de I suele scr de 35 a 45 ppm de CQ,, micntras
que las plantas C, presentan valores del punto de com-
pensacion mucho menores (-5 ppm de CO,), debido a
la ausencia de fotorrespiracion.

3. LA LUZ COMO FACTOR AMBIENTAL
MAS VARIABLE QUE AFECTA A LA
FOTOSINTESIS

La radiacién luminosa. o luz, cs el elemento clave de la
fotosintesis, dado que es su fuente primaria de cnergia:
por tanto, la naturaleza de la luv. y su papel en el aparato
fotosintético se consideran ampliamente en los Capitu-
los 9 y 10. Por otra parte, la luz también actia como
factor regulador del crecimiento y el desarrollo de los
vegcetales, y esta funcidn de fotemortogénesis se intro-
duce en ¢l Capitulo 23. En cste capitulo se relaciona la
cantidad de luz, como pardametro ambiental de cardcter
muy variable, con las propicdades fotosintéticas que
manificstan las plantas, tanto en sus adaptaciones a lar-
zo plazo como en sus respuestas rapidas en la tasa de
fotosintesis.

3.1. El régimen de irradiancia durante
el crecimiento condiciona las
caracteristicas fotosintéticas de las hojas

El ambiente luminoso al que se encuentran cxpuestas
las plantas afecta a su crecumiento y desarrollo y deter-
mina su morfologia foliar v fisiologfa, sobreviviendo
unicamente las plantas cuya (otosintesis esta adaptada a
dichas condiciones de luz. Cabe dilerenciar dos tipos de
adaptaciones: plantas de sol (o heliéfilas) y plantas de
sombra (o escidfilas). Existen, asimismo, adaptaciones
dentro de los arboles, encontriandose hojas de sol y de
sombra en un mismo drbol que corresponden a empla-
zamientos solcados o sombreados, respectivamente.
Las hojas crecidas en condiciones de luz débil (hojas
de sombra). aunque normalmente pueden tener mayor
superficic que las desarrolladas con luz intensa (hojas
de sol), son mas delgadas debido a que poseen menos
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Figura 13-5. Algunas caracteristicas de las hojas de plan-
tas de sol y de sombra.

capas de células del mesofilo en empalizada, células
mads cortas y menor peso por unidad de drea {oliar (Fig,
13-5). La epidermis, el mesdfilo esponjoso v los siste-
mas vasculares estdn mds desarrollados en las hojas de
sol. También existen diferencias en ¢l aparato fotosinié-
tico: las hojas de sombra posecen mas grana por cloro-
plasto y un mayor ntimero de tilacoides apilados por
grana que las de sol.

Asimismo, las plantas de sombra poscen mayor ni-
mero de pigmentos on las antenas de los fotosistemas
(especialmente, clorofila by con el fin de aprovechar
mejor la escasa rrradiacién incidente. Ello se refleja en
un descenso de la relacion clorofila a/clorofila b desde
valores de 4-5 en hojas de plantas crecidas a pleno sol
hasta valores alrededor de 2.5. tipicos de hojas de plena
sombra. Las hojas mas gruesas de plantas de sol poseen
un mayor contenido en clorolila total y carotenos por
unidad de drea, mientras que las de sombra, mas finas y
con un peso seco relativamente bajo. contienen mads
clorofilas por unidad de peso fresco o peso seco, en es-
pecial clorofila b, La inversidn de nitrogeno gs también
distinta para ambos tipos de hojas: las de sombra invier-
ten mds nitrdgeno en la produccion de pigmentos cloro-
plasticos para la captacion de la escasa radiacidn inci-
dente, mientras qgue en las hojas de sol hay una gran
inversion en proteina estromdtica, principalmente ru-
bisco. Este hecho se traduce cn una rclacion clorofi-
lafproteina soluble baja en hojas de sol y elevada en las
de sombra. Las plantas de sol poseen, asimismo, una
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Cuadro 13-1. Diferencias entre plantas adaptadas a condiciones de sol o de sombra
Rasgos Sol Sombra
De la hoja
Respuesta totosintética a la lur
Tasa de saturacioén a la lur Alta Baja
Trradiancia de saturacién Alra Baja
Irradiancia de compensacion Alta Baja
Bioquimica
Contenido de N, rubisco y proteina soluble/masa | Alto Ligeramente inferior
% clorofila a/clorofila b Alto Bajo
% clorofila/proteina soluble Bajo Al
Anatomia y ultraestructura
Tamafio del cloroplaste Pequefio Grande
Tilacoide/grana Bajo Alto
Mortologia
Masa de l1a hoja/drea Al Bajo
Grosor de la hoja Grande Pequefio
Tamafio de los estomas Pequefio Grande
Densidad estomatica Elevada Baja
% mesofilo en empalizada/mesdfilo esponjose Alto Bajo
- % drea del mesofilo/drea foliar Alto Bajo
Orientacion de la hoja Erccta Horizontal
Del dosel
indice de drea foliar De alto a bajo Bayo
Filotaxis Cspiral Distica
Orientacion de lus ramas Erccta + Horizontal
Asimetria de la base foliar Casi nunca Infrecuente
De la planta
Particién fraccional en hojas Baja Alta
Particion fraccional en raices Elevada Baja
Esfuerzo reproductivo Eievado Bajo

composicion quimica distinta de las de sombra, con
mayor proporcién de lipidos. almidén. carbohidratos
solubles y cutinas (Cuadro 13-1).

3.2. Larespuesta fotosintética a la luz
varia segun el tipo de planta

Las curvas de respuesta de la tasa de fotosintesis neta a
la luz (o curvas de saturacién de luz) proporcionan mu-
cha informacidn sobre el functonamiento folosintético
de las hojas. En dichas curvas (Fig. 13-6) se utiliza co-
miinmente como medida de luz la densidad de flujo fo-
ténico incidente, o radiacion fotosiniéticamente activa
(PAR), que corresponde al ndmero de cuanta o [otones
en el intervalo de longitudes de onda efectivas para la
fotosintesis (400-700 nm) (véasc Capitulo 9). Valores
maximos de PAR en un dia soleado en latitudes medias
son 2000-2300 umol de fotones - m ” - s~ '. El punto
de compensacion de luz corresponde a la densidad de

flujo fotdnico con la cual el intercambio ncto de CO, de
la hoja cs cero, debido a que se iguala ¢l consumo foto-
sintético de CO, con su produccidn en procesos respira-
torios. Este punto de compensacién dependerd de fas
especies, las [ases de desarrollo de 1a hoja y las caracte-
risticas ambientales. Por ejemplo. ¢l valor del punto de
compensacion luminoso en plantas de sol es de 20-30
mol - m s micntras que en las plantas de sombra,
cs de 1-10 gmol - m *s~'. Los valores bajos de plantas
de sombra son debidos a su baja tasa de respiracion, que
es compensada con facilidad por una fotosintesis poco
elevada. Las tasas de fijacion de CQ, y de respiracion
son mas clevadas en las hojas de plantas de sol que cn
las de sombra, expresadas, tanto por unidad de drea,
como por contenido en clorofila.

Con una determinada densidad de flujo fotonico, ta
fotosintesis neta se satura; esto corresponde al punto de
saturacion luminose. Dicho punto es menor en plantas
de sombra (entre 60 y 200 gmol - m~" -5 "} que cn
ptantas de sol. En plantas C, de sol, se sitda entre 400 y
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Figura 13-6. Respuesta de la fotosintesis neta a la luz en
hojas de plantas C_ de sol y de sombra, y de plantas C,.

600 pmol-m * s ' correspondiente aproximada-

mente al 25 % de la radiacién luminosa solar maxima,
mientras que en algunas plantas C, no se observa inclu-
s0 la saturacién (Fig. 13-6). Los puntos de saturacién
luminosos generalmente reflejan las densidades de flu-
jo fotonico a las que estuvo expuesta la hoja durante su
desarrollo, Las plamas de sol muestran tasas mayores
de asimilacién de CO. con saturacion de luz, conside-
rindose esta tasa como una medida de su capacidad
fotosintética (A, ). Esta varia mucho entre especies
y entre plantas C, y C,, habiéndosce detectado en
estas Ullimas tasas maximas de hasta 60 pmol
CO, -m ~ s ', hecho que repercute cn su gran pro-
ductividad. La capacidad totosintérica de una planta
depende de todos los factores ambientales que afectan
el proceso fotosintélico, ast como de la ontogema foliar
(véase Capitulo 28).

L.a pendiente inicial de la curva de saturacion de luz
viene determinada por las reacciones fotoquimicas fo-
tosintéticas, mientras que la fase propiamente de satura-
cion de la curva depende de las caracteristicas bioqui-
micas de la fotosintesis o reacciones de asimilacién del
CO,. La pendiente inicial puede describirse como el
rendimiento cudntico (0) o eficiencia fotosintética en
funcién de los fotones absorbidos (mol de CO, - mol”
de folones} (Figs. 13-6 y 13-7). Las plantas C, tienen un
@ de (.05 cn condicioncs naturales (corrcsponde a |
melécula de CO, fijado por 20 fotones ahsorbidos); si
se elimina el proceso de [otorrespiracion mediante ba-
jas concentraciones de O, (1-2 %) o altas concentracio-
nes de CQ,, el rendimiento cudntico aumenta a 0.07-
(.08 (1 CO, por 12-14 fotones). Las plantas C, poseen
un @ de 0.05 para todas las condiciones de concentra-
¢16n de oxigeno (Fig. 13-7). Dichas plantas, debido a la
reaccidn de la PEP carboxilasa que permite acumular
CO, en los sitios de carboxilacion de la rubisco, presen-
tan una menor dependencia del suministro de CO,. El
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Figura 13-7. Rendimiento cuantico (@) o eficiencia foto-

quimica de la fotosintesis de hojas C3 y C, en funcién de la
concentracion de CO, y O,. (Adaptado de Osmond, C.B. et
al, eds, Physr'o!oga‘cai Processes in Plant Ecology. Towards
a Synthesis with Atriplex. Springer-Verlag, Berlin, 1980).

menor rendimiento cudntico de las plantas C, con CO,
elevado se debe a su mayor requerimiento de ATP en
las vias de fijacion del CO, (véase Capitulo 12); por
¢llo, son relativamente ineficientes en condiciones de
luz baja. Por otra parte, el rendimiento cudntico de
plantas de sol y de sombra s similar, excepto cuando
aparecen procesos de fortoinhibicidon (véase apartado
3.3), que producen una disminucién del rendimiento
cuantico, especialmente en plantas de sombra.

3.3. Existen diversos procesos de disipacion
de energia luminosa en los cloroplastos

La radiacion incidente es absorbida en las membranas
fotosintéticas de algas verdes y planlas superiores por
parte de los complejos proteina-pigmentos de las ante-
nas (light harvesting complexes o LHC), asociados a los
centros de reaccion del lotosistema 1 (PS1) y el [otosis-
tema 1I (PSIT) (Fig. 13-8)

Al absorber un foton de luz, las clorofilas de las ante-
nas adquieren el estado de singlete excitado, cuya ener-
gia de excitacidn puede translerirse a los centros de
reaccion y gencrar un transporte de electrones que oxi-
da el H,0 y genera energia quimica en forma de ATP y
NADPH para la reduccién del CO, (véase Capitulo 10).
La regulacion de la captacién de luz y el transporte de
electrones es fundamental para que exista un equilibrio
entre la produccidn de energia quimica y su consumo.
En condiciones de baja densidad de flujo fotdnico
(PAR), es necesario que la planta capture y utilice la luz
de la forma mds eficientc, mientras que con niveles de
PAR mads elevados, el exceso de energia de excitacion
debe ser disipado de forma inocua para evilar deterioro
en fos centros de reaccion (fotoinhibicidn) y en otros
constituyentes celulares. Con frecuencia en la paturale-
za, la absorcion de energia luminosa en las superticies
foliares es superior a su capacidad fotosintética, lo que
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al., en Ecophysiology of Photosynthesis, E.-D. Schulze y M. M. Caldwell, eds. Springer-Verlag, 1995). LHC: complejo capta-
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origina un estado de exceso de reduccion de los trans-
portadores de la cadena de electrones y una acumula-
c16n de energia de excitacidn no disipada ¢n las antenas
asociadas g los centros de reaccidn, Como consecuen-
cia, se favorece la fotoinhibicidn y, también, la reduc-
cion directa del O, por la cadena de transporte de elec-
trones (reaccion de Mehler) y 1a posterior formacién de
especies reactivas de oxigeno (ion superdxido. perdxi-
do de hidrdgeno, ete.). que pueden llevar en dltimo tér-
mino a un deterioro fotooxidativo, especialmente del
PSII (véanse Capitulos 10 y 3.

Diversos procesos constituyen formas de disipacion
de energia de excitacion: entre las vias fotoguimicas se
incluye fundamentalmente la asimilacién de CQ., que
consume mucho ATP v NADPH generados en la fasc
totoquimica de la fotosintesis. aunque otros procesos,
como la fotorrespiracion, la reduccion de nitrato y la
asimilacion de amonio, también consumen ATP y po-
der reductor (véanse Capitulos 12y 15) y contribuyen a
la disipacién de energia. Asimismo, la reaccion de
Mehler constituye otra via foloquimica de disipacidn de
energia. Los procesos no fotogquimicos incluyen princi-
palmente la disipacion térmica (no radiante) de la ener-
gia de excitacion (Fig. 13-8).

3.4. La medida de la emision de fluorescencia
de las clorofilas es indicativa
del funcionamiento fotoquimico
de los cloroplastos

En adicidn a los procesos totoquimicos y no fotoquimi-
cos de disipacion de la energia radiante, mencionados
en el apartado anterior, cierta cantidad de la energia lu-
minosa absorbida por las clorofilas es disipada en for-
ma de fiuorescencia (véanse Capitulos 9 y 10). Es decir,
la energia de los fotones absorbidos se distribuye entre
estos tres procesos disipativos, que compiten entre ellos
mismos. La fluorescencia constiluye una Iraccion pe-

quefia (3-4 %) dc la energfa total disipada, pero su me-
dida puede servir para el conocimiento de la eficiencia
en la conversién de energia radiante, ya que los cam-
bios en la cantidad de energia utilizada por los otros
procesos da lugar a cambios en la {luorescencia debido
a la mencionada compelencia entre todos ellos (Fig. 13-
8). La fluorescencia sc origina casi exclusivamente en
el PSII, por lo que los cambios de esta radiacion refle-
jan el estado de dicho [otosistema. A partir de medicio-
nes rapidas y no destructivas, la emision de fluorescen-
cia puede ser analizada y cvaluada cuantitativamente,
informando sobre la tasa de transporte de clectrones, cl
rendimiente cudnlico y la existencia de fotoinhibicion
de la fotosintesis. Los fluorimetros utihzados para di-
chas medidas de la fluorescencia son aparatos portatiles
o semiportdtiles y de bajo consumo, ideales para medi-
clones # sifu. Son ampliamente utilizados en cstudios
ecofisiologicos sobre los factores de estrés que alectan
a la fotosintesis ¥ constituyen una alternativa a los mé-
todos de intercambio de gases {véanse apartado 2 y Ca-
pitulo 3).

En una hoja iluminada, los procesos de captacion de
luz, de canalizacion de la energia de excitacion hasta la
clorofila del centro de reaccion del PSII (P68(0Y, y de la
posterior separacion de cargas que lleva al electron des-
de esta clorofila hasta las quinonas (Q,, etc.), son mu-
che mis ripidos que los siguicntes pasos de la cadena
de transporte de electrones (véase Capitulo 10), por lo
que se produce una cierta acumulacién de quinonas re-
ducidas a la espera de ser oxidadas por el siguiente
aceptor de electrones. Como resultado de cllo, aquellos
centras de reaccion del PSIT cuyas quinonas estén redu-
cidas no podrdn, temporalmente, procesar mds cnergia
de excitacidn procedente de las antenas, con lo gue la
emision de fluorescencia aumentard. A estos centros de
reaccion se les denomina «cerrados» en contraposicién
con los centros «abicrtos», ¢s decir, aquéllos cuyas qui-
nonas estan total o parcialmente oxidadas y, por tanto,
pueden seguir procesando energia. dando lugar a una



menor emisidn de fluorescencia. Asi. si se ilumina una
hoja con un pulso de luz blanca suficientemente alto
(saturante), se conseguira cerrar momentdneamente to-
dos los centros de reaccion, lo gue combinado con la
relativa lentitud del transporte de electrones, dard lugar
a un nivel de tluorescencia médximo. A partir de aqui,
cuanta mds energia es utilizada en reacciones fotoqui-
micas o en disipacién térmica, menos chergia queda
disponible para emitirse como fluorescencia. Porello se
distinguen dos lipos de guenching o atenuacién de la
fluorescencia: el fotoquimico (q,) v el no fotoquimico
(ay). En la prictica, la separacién y cuantificacion de
los dos tipos de guenching se realiza precisamente me-
diante la aplicacién de un pulso saturante de luz a un
material fotosintélico previamente adaptado a la oscuri-
dad. El material se ilumina con la llamada luz de medi-
da, que es de muy baja intensidad. por lo que la propor-
cion de centros de reaccion cerrados es practicamente
nula y el guenching fotoquimico es maximo al no haber
ninguna restriccion al transporte de clectrones. Como
consecuencia. el nivel de fluorescencia es minime (F;).
Al aplicar el pulso saturante de luz. la fluorescencia
aumenta hasta un valor miximo (F ), dado que todos
los centros de reaccidn sc hallan cerrados. y por tanto,
el guenching fotoquimico gueda completamente su-
primido: el quenching restante ¢n cstas condiciones es
no foloquimico. La diferencia entre F, v F, | constituye
la fluorescencia variable., F.. Los valores de F/F  para
una gran variedad de plantas no estresadas adaptadas a
oscuridad es de 1.75-0.85. El pardametro F /F es una
estima del rendimiento cudntico maximo del PSIL y su
disminucion es indicativa de dafio por fotoinhibicion.

Si bien inicialmente sélo era posible realizar medi-
ciones de fluorescencia en ausencia de luz ambicntal,
los modernos fluorimetros presentan mejoras técnicas
que permiten distinguir la emision de fluorescencia en
presencia de intensia luz ambiental o actinica. Es la lla-
mada fluorescencia modulada. Con el uso de la luz mo-
dulada de medida (de muy baja intensidad). de luz satu-
rante (> 5000 gmol - m™% - s ), v de luz actinica. es
posible observar los cambios de fluorescencia que su-
fren las hojas adaptadas a la oscuridad cuando son ilu-
minadas, v también los cambios de hojas previamente
iluminadas, tal como se observa en la Figura 13-9. Ello
permite calcular el rendimiento cudntico efectivo o efi-
ciencia fotoquimica del PSIL expucsto a la luz ambien-
tal que, como muestra la Figura 13-10, disminuye al
aumentar la irradiacion. La técnica de fluorescencia
modulada permite también calcular pardmetros relacio-
nados con el guenching fotoquimico (q,) y con cl no
fotoquimico (expresado como g o NPQ), que descri-
ben principalmente la disipacion térmica en las antenas
de! PSIL La Figura 13-11 muestra también el aumento
de la participacidn en procesos de disipacion de cnergia
térmica (NPQ) al aumentar la irradiancia.

Los carotenoides de la membrana tilacoidal y, espe-
cialmente, las xantofilas desempefian un papel decisivo
en la disipacidn térmica del exceso de energia luminosa
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Figura 13-9. Cinéticas de fluorescencia de hojas adapta-
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metros de fluorescencia, Esta informacion se obitiene con
la metodologia del pulso saturante de tuz blanca con fluo-
rescencia modulada. El material vegetal utilizado normal-
mente son hojas. mod: luz modulada de medida. sat: pulsc
saturante de luz. act: luz actinica. (Adaptado de Schreiber,
U. et al., en Ecophysiology of Photosynthesis. E.-D. Schulze
vy M. M. Caldwell, eds. Springer-Verlag, 1995.)

absorbida por las clorofilas. En situaciones de exceso
de luz, el incremento de la concentracion de protones
en ¢l lumen tilacoidal generado por el wransporie de
electrones, activa enzimas que producen zeaxantina. Se
ha observado que existe una clara relacidn entre el con-
tenido de zeaxantina y el guenching no {otoquimico
(NPQ) en muchas especies y bajo distintas circunstan-
ctas estresantes (Fig. 13-11), 1o que ha Hevado a propo-
ner que la zeaxantina sea la principal responsable de los
procesos de disipacion (érmica que explique el guen-
ching no fotoquimico. Sin embargo, cabe la posibilidad
de que su relacion sea simplemente consecuencia del
hecho de que ambos procesos tienen una dependencia
similar del pH del léculo o lumen (véanse también los
Capitulos 10y 30).

4. TEMPERATURA

4.1. La fotosintesis puede operar en
un amplio margen de temperaturas

Las plantas viven, y fotosintetizan, en una gran varie-
dad de hdbitat que presentan grandes diferencias en sus
regimenes térmicos. A ello hay que afiadir las [luctua-
ciones diarias y anuales que presenta la temperatura en
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Figura 13-10. Efecto de la luz incidente (400-700 nm} sobre
el rendimiento cuantico del PSII (AFF' ) en diferentes espe-
cies {adaptado de Bjorkman, O., Demmlg -Adams B. En:
Ecophy-siology of Photosynthesis. E-D. Schulze vy M. M.
Caldwell, eds. Springer-Verlag, 1995),

estos hdbitat. La temperatura de Ia planta, como orga-
nismo poiquilotérmico que es, estd estrechamente rela-
cionada con la temperatura ambicntal. Ello significa
que la fotosintesis deberd enfrentarse con ese amplio
margen de temperaturas y. asi, se encontrard actividad
fotosintética proxima a los O C en plantas alpinas, y
cerca de 50 € en algunas especies de desiertos cilidos.

. Como responde la fotosintesis a la temperatura’? En
la Figura 13-12, se observan curvas de respucsta en for-
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ma de campana, tipicas de la mayoria de los procesos
bioldgicos, con tres puntos caracteristicos: una tempe-
ratura optima en gue la asimilacion neta de CO. es ma-
xima, y las temperaturas minima y maxima con las que
se observa fotosintesis. Se trata de curvas complejas a
pesar de su apariencia, yu que resumen varios procesos:
totosintesis bruta, fotorrespiracion y respiracion. Cada
uno de eslos procesos comprende varias reacciones qui-
micas sobre kas que la temperatura tiene un efecto posi-
livo, pero que son catalizadas por enzimas que presentan
una respuesta a la temperatura tipicamente acampanada.,
con una temperatura Optima diferente para cada enzima.

En la Figura 13-13 se obscrvan dos respuestas reales
diferentes de la fotosintesis. La curva superior corres-
ponde a una planta C,, con una marcada respuesta a la
temperatura. La curva inferior, muy aplanada. represen-
ta una cierta independencia de la temperatura a lo largo
de un amplio margen. Es la respuesta tipica de la mayo-
ria dc las C,, en las que la cstimulacidn de la asimila-
cidn neta de CO, por la temperatura se ve compensada
por un aumento de la fotorrespiracion (el cual se debe a
la mayor pérdida de afinidad de la rubisco por el CO,
que por el O, y también, a que el aumento de tempera-
tura incrementa la proporcion del O, disuclto respecio
al CO,; véase Capitulo 12) y, también, de la respira-
cion, tal como muestra la Figura 13-12. En ella pode-
mos ver ademds cdmo, por causa de Ja fotorrespiracion,
la temperatura Optima de la fotosintesis neta se halla
desplazada respecto a la temperatura dptima de la foto-
sintesis bruta (sin fotorrespiracion). Cabe resaltar tam-
bién la respuesta que presenta la misma planta C,, me-
dida con un aporte de CO, Optimo: ¢l aspecto de csta
curva es el mismo que el que presenta una C, (Figs.
13-13 y 13-14), dado que en ambos casos se da una
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concentracion elevada de CO, en ¢l lugar de carboxila-
cidn que elimina la fotorrespiracion.

Como consecuencia de todos tos factores menciona-
dos, existe una importante variabilidad entre las tempe-
raturas optima, maxima y minima en las diferentes es-
pecies. Asi, cabe destacar que el margen dptimo abarca
de 15 a 30 “C para lamayoria dc las C ., pero las plantas
de sombra y las especies que {lorecen al principio de Ia
primavera lo tienen entre 10y 20 C; las plantas de sol,
entre 25 v 35 'C; algunos arbustos de desierto, hasta por
encima de 4) C, mientras que la mayor parte de las C,
sigue fotosintetizando bien a temperaturas aun supceriores.
También es varable la temperatura maxima, que podria-
mos calificar de punto de compensacidn de calor: con
temperaturas altas. la fotosintesis se reduce rapidamente y
la respiracion y ka fotorrespiracion aumentan con gran ve-
locidad, hasta llegar a un punto en que todo el CO, asimi-
lado es liberade de nuevo; mds alld de este punto, que
oscila entre los 40 vy los 60 C segiin sc trate de plantas
lefiosas o herbdceas, se observa una emision neta de CO,.

En cuanto a la temperatura mintma aceptable para la
fotosintesis, ésta se sitia por encima del punto de con-
gelacion en Jas plantas tropicales (cuyas membranas ti-
lacoidales pierden su fluidez y funcionalidad), pero
desciende algunos grados bajo cero en plantas de cli-
mas templados, al menos hasta que se forma hielo. To
que suele ocurrir entre —3 y —5 C {(véanse también
Capitulos 1 y 30). Antes de llegar a este valor extremo,
la disminucidn de la tasa de fotosintesis con lemperatu-
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Figura 13-14. Respuesta de la fotosintesis neta en funcion
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P.C., en Global Change and Mediterranean-type Ecosystems.
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ras bajas parece estar relacionada con una baja disponi-
bilidad de fosfate libre en ¢l cloroplasto ya que, con
estas temperaturas, la utilizacion de triosas fosfato para
sintesis de almidén, y ¢l transporte de triosas losfato al
citosol para la sintesis de sacarosa disminuyen mucho,
con lo que el fosfato queda atrapado en los compucstos
intermedios (véase Capitulo 11). Ademds de la falta de
fostato libre en el cloroplasto, necesario para la forma-
cion de ATP y de todos los productos intermedios del
ciclo de Calvin, también se ha sugerido que estos pro-
ductos intermedios, gue se acumularian en estas condi-
ciones. podrian inducir una disminucién de los niveles
de enzimas que participan en ¢l proceso de fijacion del
CQO,, mediante la represion de la expresion de los genes
que las codifican.

En los ejemplos anteriores sc puede ver que hay una
relacidn estrecha entre la respuesta a la temperatura de
las plantas y las condiciones ambicntales en que se de-
sarroflan. De hecho, las temperaturas dptimas para la
tfotosintesis suclen scr similares a las temperaturas diur-
nas de los ambientes en que crecen. Ello s¢ debe no sélo
a un proceso de adaptacidon genotipica que asegura un
ajuste a la temperatura media del hdbitat de la especie,
sino también a una capacidad de las plantas de aclima-
tarse a la lempceratura cn la que se encuentran €n un
determinado momento. de forma que la curva de res-
puesta a la lemperatura se puede modificar en cucstion
de dias ¢, incluso, horas como consecuencia de un cam-
hio en el régimen érmico. Los mecanismos implicados
en esla aclimatacion pueden ser: sustitucién de unas
isoenzimas por otras con temperaturas Optimas mds ade-
cuadas; cambios quimicos y cstructurales en las mem-
branas, especialmente las tilacoidales; o, en el caso de
aclimatacién a temperaturas bajo cero, acumulacion de
azdcares u otros solutos que disminuyan el punto de
congelacion (véanse también Capitulos 1y 30). De he-
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cho, la capacidad de aclimatarse a una cierta temperatu-
ra suele scr la principal caracteristica de la adaptacién
genotipica; asi, plantas de habitat {rios aclimatan su fo-
tosintesis mucho mds rapidamente y mejor a temperatu-
ras bajas que individuos de la misma especie proceden-
tes de habitat mds cdlidos. y viceversa.

5. OTROS FACTORES QUE AFECTAN A
LA FOTOSINTESIS

Cuando la luz, el CQ, y la temperatura, asi como el O, v
la humedad relativa del aire. presentan valores optimos,
la tasa de fotosintesis alcanza su valor médximo. Es la
Namada capacidad fotosintética (véase también apar-
tado 3.2), que puede variar hasta ¢n dos ordenes de
magnitud entre especies v condiciones diferentes. La
dispontbilidad de nutrientes minerales en el suclo, espe-
cialmente nitrégeno y fosloro, puede afectar a la capa-
cidad fotosintética. El nitrégeno forma parte de enzi-
mas v de la clorofila, v existe una fuerte correlacion
entre el contenido de nitrégeno de las hojas y el conte-
nido en clorofila y. sobre todo, en rubisco: aproximada-
mente un 50 % del nitrégeno de una hoja se encuentra
en esta proteina en una planta C,. En cuanto al fésforo,
forma parte del ATP producide mediante el transporte
de electrones en la membrana tilacoidal, asi como de
todos y cada uno de los productos intcrmedios del ciclo
de Calvin. Una deficiencia en {6storo tiende a reducir la
fotosintesis (Fig. 13-15) al no poder exportarse de! ¢lo-
ropiasto las triosas-fostato, que quedan acumuladas en
cl interior del mismo (véase Capitulo 11). Esta situa-
citn se agrava cuando la concentracion de CO, es alta,
dado que la produccién de triosas-fosfalo cs mds eleva-
da cuando se estimula la fotosintesis.

La capacidad fotosintética ¢s también susceptible a
otros factores, como la presencia de organismos parisi-
tos, simbidticos o patégenos (hongos, bacterias, virus),
y contaminantes ambientales, tanto en el aire (didxido
de azufre, 6xidos de nitrdgeno, ozonoe) como en el suelo
(metales pesados como el cadmio, el plomo o el arséni-
co). Explicaciones mds detalladas de todos estos facto-
res, incluyendo los nutrientes mincerales, pueden encon-
trarse en los Capitulos 6, 8, 16 v 30.

6. INTERACCION ENTRE LOS FACTORES
QUE AFECTAN A LA FOTOSINTESIS

Todos estos factores que se han presentado separada-
mente, en realidad pueden darse al mismo tiempo en
condiciones naturales, e interactian para dar lugar a
una influencia compleja sobre la fotosintesis. Asi, las
temperaturas Optima y maxima de la fotosintesis
aumentan con el CO, (Figs. 13-12 y 13-14), la respuesta
de 1z fotosintesis al CO, intercelular varia segin la dis-
ponibilidad de féstoro (Fig. 13-13), v 1a respuesta a la
luz cambia segin el CO, (Fig. 13-16) y la humedad del
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Figura 13-15. Curvas A/C de hojas de soja en condiciones

de buen suministro (0.50 mi Pi) y deficiencia {0.05 mM P.)
de fosforo. (Adaptado de Larcher, W, Physiological Plant
Ecology. Springer-Verlag, 1995.)

aire (Fig. 13-17). En situaciones naturales, siempre hay,
al menos, algan factor que no presenta valores dptimos
y limita la tasa de fotosintesis. De hecho, dificilmente
se dan condiciones en que todos los factores de los que
depende la folosintesis presenten, a ka vez, valores [a-
vorables, de form a que normalmente la tasa de fotosin-
tesis es muy inferior a la capacidad fotosintética, hasta
el punto de que los valores miximos diarios no suelen
superar un 80 % de esta capacidad maxima.

Como consecuencia de esta situacién, los valores ob-
tenidos en situaciones naturales no toman una forma tan
definida como en ¢l laboratorio, y las curvas conocidas
aparecen mds bien como limites de la nube de punios
que forman los resultados (Fig. 13-17 izquierda). Es
mas, los factores naturales no so0lo interactian, sino que
son interdependientes: por ejemplo, una curva de res-
puesta a la luz medida en condiciones naturales conlle-
va un sobrecalentamiento de las hojas con log niveles
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Figura 13-16. Respuestas de la fotosintesis netaa la luz en
plantas C_y C,, v su interaccion con el CO, en la planta C.
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Figura 13-17. Respuesta de la fotosintesis neta a la luz en
diferentes condiciones meteorolégicas. Figura de la izquier-
da: en dias nubtados con aire humedo, los valores de la foto-
sintesis neta en hojas de Populus nigra son superiores a los
que se obtienen con la misma irradiancia en dias ¢laros con
aire seco. Figura de la derecha; el calentamiento de las zo-
nas asimiladoras de Charmaecyparis obtusa por la irradia-
cién intensa produce un fuerte gradiente de presion de va-
por de agua en relacion con el aire exterior, lo que produce
un estrés hidrico y una mayor dispersion de las medidas de
fotosintesis a valores altos de irradiancia. {Adaptado de
Larcher, W. Physiological Plant Ecology. Springer-Verlag,
1995.)

de irradiancia mds altos, por lo que, en vez de obtenerse
una curva de saturacion como en el laboratorio, aparece
mds bien una curva con un optimo de luz a partir del
cual la fotosintesis vuelve a decrecer por causa del so-
brecalentamiento y el estrés hidrico que éste llcga a
producir (Fig. 13-17 derecha).

En este sentido, para la interpretacion correcta de las
obscrvaciones en condiciones naturales. resufta impor-
lante determinar qué factor o factores estan limitando la
fotosintesis en unas condiciones dadas. Asi, el déficit
hidrico es ¢l mayor factor de limitacién, aunque con
diferente importancia en C,, C, y CAM; pero en las lati-
tudes intermedias, ¢l factor de limitacién mas corriente
es la luz, debido a la presencia de nubes y al pequerio
angulo con gue incide el sol buena parte del afio, Las
bajas temperaturas suelen limitar la fotosintesis en los
otofios ¢ inviernos de los climas templados, mientras
que ¢l excesivo calor, s6lo suele ser importante en 20-
nas dridas y tropicales.

7. FOTOSINTESIS EN EL CONTEXTO
DEL CAMBIO CLIMATICO

7.1. El aumento de CO, atmosférico puede
producir una aclimatacidon
de la fotosintesis

Las actividades humanas como el transporte, la indus-
tria, la deforestacidn, la agricultura, ctc., estin provo-
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cando un aumento de la concentracién atmosférica de
CO, (a razén de casi 2 ppm por afio) y de otros gases
«invernadero» (metano, etc.). L.a acumulacién de estos
gases tiende a calentar la atmésfera, lo que podria con-
ducir, a la larga, a cambios regionales e incluso globa-
les del clima que afectardn a pardmetros como la tem-
peratura, las precipitaciones, la humedad del suclo y el
nivel del mar. Las previsiones del Panel Interguberna-
mental del Cambio Chmatico (IPCC), basadas en com-
plejos modelos climéticos, indican que la temperatura
media de la superficie del planeta y el nivel del mar
aumentardn de 1 a 3.5 "C y de 15 a 95 cm, respectiva-
mente, antes del aio 2100.

Alin ne se conoce bien como los cambios de CO,, de
temperatura y de régimen hidrico afectarin a los ecosis-
temas lerrestres, ¥ las plantas en particular; pero la
cuestidn es crucial. ya que la vegetacion y los bosques
pueden asumir un papel fundamental en la mitigacién
de los efectos del cambio climatico, dada su gran capa-
cidad de absorcion de CO, por folosintesis. Sc sabe que
un aumento de CO, produce un incremento inmediato
de la tasa de fotosintesis, especialmente en las plantas
C, (véanse apartado 2.4 y Figs. 13-2 v 13-3). Sin em-
bargo, cuando las plantas crecen continuamente con
CO, elevado, ticnen lugar cambios bioquimicos que
disminuyen la capacidad fotosintética de la hoja, de
manera que los grandes incrementos iniciales de la fo-
tosintesis con alto CO, no suelen mantenerse lan eleva-
dos cuando pasan semanas o meses. Este fenémeno se
conoce como aclimatacidn de la fotosintesis. En este
caso, la pendiente inicial de la curva A/C, suele ser me-
nor en las plantas crecidas con CO, clevado, 1o cual es
indicalivo de que la actividad de la rubisco ha disminui-
do (véase apartado 2.4). Por tanto, la aclimatacién a lar-
go plazo de la fotosintesis al CO, no permite que las
plantas puedan cxpresar al mdximo su potencial foto-
sintético, lo que se ha rclacionado con la acumulacién
de carbohidratos y la reduccién de la concentracion de
cnzimas fotosintéticas clave, como la rubisco, que fre-
cuentemente se obscrvan en hojas crecidas con alto
(C0O,. En consecuencia, cstas hojas presentan una reduc-
cidn del contenido en N(13-20%) y un aumento de la
relacion C/N. Esta regulacién a la baja (down-reguia-
tion) de la fotosintesis aumenta con la duracién del pe-
riodo de exposicion al CO,, y se hace mds pronunciada
cuando las plantas crecen con niveles limitantes de nu-
trientes (nitrogeno, tésforo, cte.), o cuando tienen sumi-
deros de carbohidratos de tamaiio insuficiente para aco-
ger el exceso de fotoasimilados.

En principio, existen dos razones para justificar esta
aclimatacion de la fotosintesis. En primer lugar, la plan-
ta puede no ser capaz de usar todos los carbohidratos
adicionales que la fotosintesis a alto CO, produce y, por
tanto, una reduccidn de la actividad de las fuentes pue-
de ocurrir (véanse Capitulos 5 y 11). En segundo lugar,
la rubisco se requierc cn cantidades menores a alto CO,
para realizar tasas de folosintesis similares a las de CO,
ambicnte. El mecanisme molecular de la aclimatacién
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estd relacionado con el incremento de carbohidratos no
estructurales, y en particular, de azidcares (hexosas),
que afectan de forma poco conocida la transcripcion de
genes nucleares de proteinas fotosintéticas, como la su-
bunidad pequefia de la rubisco (véasc Capitulo 11). Se
especula que este mecanismo «sensor» d¢ aziicares
también podria desempefiar un papel en la aclimatacion
de la fotosintesis a otros factores ambientales, como la
luz, el suministro de N y el estrés hidrico.

Debido a la aclimatacién, cabria esperar que altas
tasas de folosintesis a elevado CO, solo podrian ser
mantenidas si no existiera limitacién alguna por sumi-
deros y nutrientes, aunque esta situacion es bastante ex-
cepcional en las plantas crecidas en condiciones natu-
rales. -Sin embargo, ain puede esperarse un cierto
aumento global de la fotosintesis en una atmésfera fu-
tura con alto CO, (aunque menos que si no hubiera acli-
matacién). lo que en conjunto hace que las plantas ac-
tiien como sumideros bioldgicos del CO, emitido en
exceso.

Por tanto, en el conlexto del cambio climatico, la ve-
gelacion no puede ser considerada solamente como un
elemento estitico o estético de un paisaje, o ser valora-
da tinicamente por su contribucién a mantener la biodi-
versidad, sino que también ha de ser valorada por su
contribucién clave al mantcnimiento de los delicados
equilibrios de la atmosfera de nuestro planeta. Estos
equilibrios estdn siendo alterados por las enormes emi-
siones de didxido de carbono y de otros gases inverna-
dero resultantes de las actividades humanas. que provo-
cardn con toda seguridad un cambio climatico global de
consecuencias no del todo previsibles. La conservacion
de la vegetacién, especialmente los bosques, puede ser
vital para amortiguar la magnitud de este cambio clima-
tico en un mundo futuro con elevado CO..

RESUMEN

En este capitulo, se ha tratado la integracion de la foto-
sintesis en el medio ambicnte siempre cambiante en que
tienc lugar. Se ha visto cdma responde al C(),, a la luz,
a la temperatura y a los nutrientes minerales, y de qué
manera las diferentes cspecies se acomodan a los nive-
les de estos pardmetros que predominan cn su ambiente
natural. También sc ha querido hacer incapic¢ en el he-
cho de que, en condiciones naturales, todos estos pard-
metros (y otros, como la humedad v la disponibilidad
hidrica) actiian al mismo tiempo sobre la fotosintesis,
interactuando entre si, de forma que es importante iden-
tificar cudl o cudles dc ellos estdn realmente determi-
nando la tasa folosintética en cada situacién de un me-
dio ambiente cambiante. Finalmente, se ha considerado
la posibilidad de una aclimatacidn a la baja de la foto-
sintesis en una atmdsfera futura con elevado CO..

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Una hoja presenta una hlm de fotosintesis neta de 20
pmalde CO, - m 7 - s~ ' con el CO, ambiental (C = 350
pmol de CO, - mol ' aire), con una umdm.mnua Lotal al
vapor de agua (g yde 0.32mol - m™ - s ' Caleule: u) el
CQ, intercelular (( ;) en las Lundlcmnes deseritas, y by la
variacion del C, cuando T hoja cierra pd:udlmuuﬁ los
estomas debldo a un ligero estrés hidrico (g = (0.288
mol - m™ - s 1)y a tasa de fotosintesis neta se reduce
un 10 C/r.

2. Describa las partes principales de una curva de respuesta
de la fotosintesis neta al CO, intercelular (curva A/C).

3. Parte de la cnergia luminosa absorbida por ¢l PSII es re-
emitida en tforma de fluorescencia. [ Como puede utilizar-
se esta emision para obtener informacion sobre las otras
vias de disipacién de energia?

4. ;Qué faciores afectan a la respuesta de la fotosintesis neta
a la temperatura?

5. ;De qué manera puede reflejarse en una curva A/C, de
una hoja un cambio en la nutricion nitrogenada de ia
planta?

6. En condiciones naturales, ;qué importancia ticnen las in-
reracciones entre factores que afectan a la fotosintesis?

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

1. Drake. B. G.. Gonzdlez-Meler, M. A.. Long. 5. P.:
«More eflicient plants: a consequence of rising atmos-
pheric CO.7» Arnu Rev Plant Physiol Pluant Mol Biol,
48; 609-639. 1997.

2. Gil, F.. Elemenios de Fisiologin Vegetal, Ldiciones
Mundi-Prensa, Madrid. 19935,

3. Lambers. H., Chapin. F. 8, 1. Pons, T. L.. Plant
Physiological Ecology., Springer-Verlag. Nueva York.
1998,

4, Larcher, W., Phvsiological Plant Lcology

Springer-Verlag, Berlin. 1995,

Long, S. P., Humphrics. S., Falkowski. P. (.. «Photoin-

hibition of photosynthesis in nature». Annu Rev Plant

Physiol Planr Mol Biol, 45: 633-662, 1994,

6. Littge, U, Kluge, M., Bauer. G.: Bowinica. pp. 397-
439, McGraw-Hill-Interamericana, Madrid, 1993,

7. Moreno, J. M., Qechel. W, C. (eds.): Global Change
and Mediterranean-rvpe  Leosysiems. Ecological Stu-
dies 117. Springer-Verlag, Nueva York. 1993,

8. Nobel, P. 8.2 Plhivsicochemical and Environmenial Plam
Phvsiology. Academic Press Inc.. San Dicgo, 1991,

9. Sharkey. T. D.: «Fotosintesis. Absorcion y utilizacion
del didxido de carbono en un contexto ccoldgico». En;
Fisiologia v Bioguimica Vegetal. J. Azcon-Bicto y M.
Talén ieds.). pp. 135-147. McGraw-Hill-Interamerica-
na, Madrid, 1993,

10.  Schulze, E.-D.. Caldwell. M. M. (eds.): Ecoplivsiology
of Phetosyithesis. Ecological Studics 100, Springer-
Verlag, Nueva York, 1995,

11, Wilkinson R. E. (ed.): Plant-Environment Interactions.
Marcel Dekker Inc. Nueva York, 1994,

{3 ed)

]



I

14

CAPITULO

Thkug ., # %

FISIOLOGIA DE LA RESPIRACION

DE LAS PLANTAS

Miquel Ribas-Carbé y Miguel Angel Gonzalez-Meler

1. Introduccion. 2. Vias metabolicas. 3. Regulacion de la respiracién. 4. Respiracién a nivel de planta entera.

1. INTRODUCCION

La respiracion vegetal es el conjunto de reacciones me-
diante las cuales los aziicares sintetizados durante la fo-
tosintesis son oxidados a CO, y H,O y la energfa libe-
rada cs transiormada mayoritariamente en ATP. Las
protefnas y los dcidos grasos también son oxidudos,
aunguc, por lo general, en menor medida que los azica-
res. La energia obtenida a través de la respiracion, al-
macenada en forma de ATP, cs utilizada para el cre-
cimiento de los organos vegetales y de la planta. el
mantenimiento de las estructuras existentes, el trans-
porte de metabolitos ¢ iones. la regeneracion de protei-
nas y los procesos de reparacion. Ademds de la sintesis
de ATP, la respiracidn genera toda una serie de com-
pucstos de carbono intcrmedios que son precursores de
aminodcidos y otros compuestos de carbono interme-
diarios en la sintesis de dcidos grasos. porfirinas (cloro-
fila, citocromos), pigmentos (carotenoides, flavonoi-
des), pared c¢elular y compuestos aromalicos para la
sintesis de lignina (véase Capitulo 17).

El conjunto de reacciones que conforman la respira-
cién comprende la glucdlisis, la via de oxidacion de las
pentosas foslato, el ciclo de los dcidos wricarboxilicos,
la oxidacion del poder reductor (NADH) v la fosforila-
cion oxidativa de ADP para la génesis de ATP. En este
capitulo se abordan las reacciones que compenen la res-
piracidn de azicares. su regulacion, su intcraceidén con
otras vias de sintesis, la respiracion de la planta entera v
los efectos causados por los cambios medioambientales
sobre la misma.

2. ViAS METABOLICAS

Las vias metabdlicas de la respiracion pueden dividirse
en cuatro ctapas: en la primera etapa se produce la de-

gradacion del almidén y la sacarosa, obtenidos durante
la fotosintesis, para formar fructosa-1.6-bisfosfato. En
una scgunda ctapa. la fructosa-1,6-bisfoslato es oxidada
hasta piruvato a través de la via glucolitica. En una ter-
cera ctapa, el piruvato entra en la mitocondria donde es
oxidado hasta CO, por medio del ciclo de Krebs o ciclo
de los acidos tricarboxilicos, produciéndose la mayor
parte del NADH. En la cuarta etapa, ¢l NADH es final-
mente utilizado por la cadena de transporte clectrénico
mitocondrial para producir ATP. Asimismo, la via de
las pentosas fosfuto complementa la via glucolitica uti-
lizando la glucosa-6-fosfato come sustrato para dar lu-
gar a fructosa-6-fosiato y gliceraldehido-3-fosfato, am-
bos intermediarios de la via glucolitica.

2.1. El almidon es la reserva de carbono
mas importante como fuente energética

El almidén es ¢t producto de reserva de carbohidratos
mas importanie de toda la planta y se almaccna en for-
ma de grinulos insolubles en los plastidios (ya sean clo-
roplastos o amiloplastos). Su sintesis se lleva a cabo
mediante el proceso de la fotosintesis (véase Capitulo
11}y su estructura quimica es compleja v ramificada.
El almiddn cstd formado por unidades amilosa, molé-
culas de glucosa unidas linealmente mediante enlaces
%(1-4) y amilopectina, moléculas de glucosa unidas li-
nealmente mediante enlaces «(1-4) con ramificaciones
formadas por enlaces 2(1-6) (Fig. 14-1). Esta estructura
compleja hace que su degradacitn deba llevarse a cabo
mediante un conjunto de reaccidnes en las que coope-
ran difercntes enzimas. Las enzimas principales encarga-
das de la degradacion del almidén son tres: 1a x-amilasa,
la fi-amilasa y la almidon fosforilasa, a las que se deben
afiadir los enzimas desramificantes. En la Figura 14-1 se
muestran los puntos de ataque de las diferentes enzimas.
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Figura 14-1.

Ruptura de los enlaces entre las glucosas {G) que forman la molécula de almidén. Los nimeros indican el

carbono de unidn a la siguiente molécula de glucosa. El extremo reductor termina con el carbono 1 libre, mientras el

extrema no reductor tiene el carbono 4 libre.

P: almiddn fosforilasa. »: z-amilasa. B: f-amilasa. D: enzima desramificante.

La x-amilasa es la unica enzima que pucde atacar los
granulos intactos de almiddn para hidrolizar enlaces
x(1-4) a discrecidn, pero no puede degradar los enlaces
formadores de ramificaciones «(1-6) ni los enlaces «(1-
4) cercanos a éstos. La fl-amilasa degrada cadenas de
glucosas inicialmente degradadas por la x-amilasa y en-
laces «(1-4). pero a partir de los extremos no reducto-
res. Al igual que la x-amilasa, la f-amilasa tampoco
puede romper los enlaces ramificantes x%(1-6), Las x y
f-amilasas producen % y fi-maltosa, respectivamente.
La maltosa es un disacarido compuesto de dos molé-
culas de giucosa unidas por un enlace 2(1-4), que se¢
hidroliza rapidamente a dos moléculas de glucosa me-
diante la a-glucosidasa. La almidon fosforilasa tam-
bién inicia la degradacion del almiddn por el extremo
no reductor, al igual que la ff-amilasa. Sin embargo, el
producto final de esta reaccion produce glucosa-1-fos-
fato, en lugar de maltosa, mediante 1a siguiente reac-
cién:

almidén(n) + Pi —— Glucosa-1-P + almidén(n-1)

Este tipo de reaccion se conoce como degradacidn fos-
forilante del almidén, y tiene lugar cuando la concen-
tracion de fosfato inorgdnico en los plastidios es alta.

Los enlaces ramificantes x(1-6) son especificamente
segradados por la dextrinasa limite presente en los plas-
tidios. Una vez rota la ramificacion, las amilasas y fos-
forilasas llevan a cabo la degradacion final de 1a cadena
lineal hasta la obtencion de glucosa o glucosa-1-fosfato
(Fig. 14-1).

2.2. La convergencia de hexosas hacia
fructosa-6-fosfato es la primera reaccion
de la glucdlisis

El producto final de la hidrdlisis del almidén es la glu-
cosa; sin embargo, la sacarosa es el producto fotosinté-



tico mds utilizado para €1 transporte de carbohidratos a
través de la planta (véase Capitulo 3). La sacarosa estd
compuesta por una molécula de glucosa y una de fruc-
tosa y las reacciones que dan lugar a su sintesis estdn
explicadas en ¢l Capitulo 11 (véasce también Fig. 14-2).
Para dar inicio al proceso de la respiracién, la sacarosa
debe ser inicialmente hidrolizada mediante uno de dos
cenzimas citosdlicos distintos: a) la invertasa (1), o by la
sacarosa sintasa (2) (Fig. 14-2) (véase cadilicacion in-
ternacional de las enzimas indicadas con un nimero en-
tre paréntesis en un anexo al final del capitulo).

Para que las hexosas provenientes del almacena-
miento de carbono (almiddn y sacarosa) sean metaboli-
zadas por la via glucolitica, primero deben ser converti-
das en fructosa-6-fosfato, La glucosa, que provienc de
la hidrélisis del almidon y de la degradacion de la saca-
rosa, se convierte en glucosa-6-fostato mediante la ac-
cidén de la hexoquinasa (3) (Fig. 14-2). Esta reaccion
requiere una molécula de ATP. La glucosa- [-fosfato,
que proviene de la degradacién fosforilante det almi-
don, se convierte ¢n glucosa-6-tos{ato por la accion de
la fosfoglucomutasa (4). En este punto, la glucosa-6-
fosfato se transforma en fructosa-6-fosfato mediante la
enzima hexosafoslalo isomerasa (5). La fructosa obte-
nida por la degradacion de la sacarosa se fosforila por la
fructoquinasa (6) para lormar fructosa-6-fosfato. De
esta manerd, s¢ necesita una molécula de ATP por cada
hexosa que entra en la via glucolitica. Esta molécula de
ATP se recupera en las siguientes reacciones de la glu-
colisis. Sin embargo, durante la degradacidn fosforilan-
te del almidén se produce glucosa-I-fosfato sin gasto
de ATP, por lo que su conversion en fructosa-6-fosfato
no requiere ATP. Asi pues, la degradacion fosforilante
del almidén ofrece una cierta ventaja energética respecto
de la degradacién hidrolitica del almidén. Eventualmen-
le, la glucosa-6-fostato también puede ser convertida en
6-fosfogluconolactona, que es degradada por la via de las
pentosas fosfato como se deseribe en el apartado 2.4.

2.3. Las reacciones que componen la
glucélisis tienen lugar en el citoplasma
y sus productos finales son los acidos
pirdvico y malico

Mediante la glucdlisis, cada hexosa (monosacdrido de
seis carbonos) obtenida mediante la degradacién de al-
middn y sacarosa se convierte e¢n dos compuestos de
tres carbonos {C,). La reaccion global de la glucdlisis es
la siguiente:

glucosa + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pi — 2 piruvato
+ 2 NADH + 2 ATP 4+ 2 H,0

Sin embargo, la glucélisis de las plantas también
puede terminar en compuestos C,, como el malato (véa-
se mds adelante).
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Una relacion detallada de todas las reacciones invo-
lucradas en la glucdlisis se encuentra cn la Figura 14-2
con un resumen de las mismas en la Figura 14-3. Estas
reacciones (7 a 15) tienen lugar en el citoplasma. El
piruvato puede utilizarse posteriormente en ¢l ¢iclo de
los acidos tricarboxilicos (respiracion aerdbica) (apar-
tado 2.5), o en la fermentacion anaerdbica (apartado
2.3.1). Tanto el malato como el piruvato son transporta-
dos hacia el interior de la mitocondria para formar parte
del ciclo de Krebs. _

La reaccion inicial de la glucolisis parte de la fructo-
sa-6-fosfalo que se obticne de la degradacion tanto del
almidon como de la sacarosa (apartado 2.2). La fructo-
sa-6-fosfato s¢ convierte cn fructosa-1,6-bisfesfato.
Esta reaccién puede llevarse a cabo por dos enzimas
diferentes: la fosfoefructoquinasa (PFK} (7). que utiliza
una molécula de ATP para ilevar a cabo tal reaccidén,de
forma ireversible, y la fosfofructofosfotransferasa
(PFP} (8). que interviene en una reaccion reversible en
la cual s¢ transfiere fosfato inorgdnico entre ¢l pirofos-
fato (PP1) y la fructosa-1.6-bisfosfato (Fig. 14-2).

La fructosa-1,6-bisfostato aldolasa (9) rompe ta fruc-
losa-1,6-bisfostato en dos partes y produce dos triosas-
tosfato. la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceral-
dechido-3 fosfato (GAP) que pueden interconverlirse me-
diante la enzima triosa-fosfato isomerasa (10) (Fig. 14-2).

El gliceraldehido-3-fostato es posteriormente oxida-
do a glicerato-1,3-bisfosfato mediante una deshidrogena-
sa (11) con la incorporacion de una moléeula de fosfato
inorganico. Esta reaccion produce ia sintesis de una mo-
lécula de NADH a partir de una de NAD™ (Fig. 14-2).

El glicerato-1,3-bisfosfato se convierte en 3-fosfogli-
cerato (3-PGA) al perder un grupo {osfato para [ormar
una molécula de ATP mediante la reaccion reversible
de la enzima 3-PGA quinasa (12) (Fig. 14-2). La fosfo-
glicerato mutasa (13) rransforma el 3-fosfoglicerato en
2-fosfoglicerato, el cual pasa a fosfoenolpiruvato (PEP)
en una reaccion reversible catalizada por la enzima
enolasa (14). El fosfoenolpiruvato (PEP) pierde el gru-
po fosfato para pasar a piruvato produciéndosc la sinte-
sis de otra molécula de ATP mediante una segunda
reaccién de fosforilacién a nivel de sustrato, cataliza-
da por la enzima piruvato quinasa (15). Asimismo, el
fosfoenolpiruvato (PEP) se puede convertir en oxalaceta-
to por la enzima fosfoenol-piruvato carboxilasa, la cual
utiliza bicarbonato como sustrato (16). La malato deshi-
drogenasa (17) citoplasmatica reducce el oxalacetato pro-
duciendo malato, ¢l cual se puede considerar como
producto final de la glucdlisis, al igual que ¢l piruvato,

2.3.1. Elmetabolismo del dcido pirtivico viene
determinado por la concentracion

de oxigeno

En condiciones aerébicas normatles, el dcido pirGvico es
el sustrato principal del ciclo de Krebs que tiene lugar
en la mitocondria. Sin embargo, en condiciones anaero- -



220

Fundamentos de fisiclogia vegetal

( Peroxisoma

0, H0O, = H,0 +%0,

Glioxilato

—= Glicolato

Hidroxipiruvato «——

Glicerato

Cloroplasto
Pi
RuBP OFosfoinco!ato Glicolato
2z
+C0O,
3-PGA Glicerato =
Ciclo ;
de ADP ATP
Calvin
Triosa-P 4
Fructosa-1,6-bisfosfato
-
Fructosa-6-fosfato

Glucosa-1-fosfato

ATP.
PPi ——— 2P
Almidon {n) ADP-glucosa
Almiddn (n+1) ADP

Membrana interna
del cloroplasto

Figura 14-2. Esquema integrado del metabolismo
respiratorio. Las enzimas involucradas en cada una de
las reacciones estan numeradas y aparecen descritas
an la tabla del anexo al capitulo. Las reacciones de
cada via son ias siguentes: formacidn de hexosas-fos-
fato: 1-6.  Glucélisis: 7-15.  Via de las pentosas fos-
fato: 21-27. Ciclo de Krebs: 30-38.  Cadena de trans-
porte electronico; 39-45 y 36. Las formulas de muchos
compueslos pueden encontrarse en otros capitulos
{11, 12, 17, etc.). En el caso del cloroplasto y de la mito-
condria, sélo se muestra la membrana interna. Abre-
viaturas: CoASH: coenzima A; DHAP: dihidroxiaceto-
na-fosfato; GAP: gliceraldehido 3-fosfato; PGA:
fosfoglicerato; RuBP: ribulosa-1,5-bisfosfato; THF: te-
trahidrofolato; UQ: ubiquinona.
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ALMIDON SACAROSA
Degradacién  Degradacion
fosforilante hidrolitica
GLUCOSA-1-FOSFATO GLUCOSA FRUCTOSA

}

GLUCOSA-6-FOSFATO
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FRUCTOSA-6-FOSFATO

Figura 14-3. Esquema simplificado de las reacciones for-
madoras de hexosas fosfato que son el sustrato de las vias
glucolitica y de las pentosas fosfato. Estas reacciones se
encuentran de forma mas detatlada e integrada en la Figu-
ra 14-2.

bicas (falta de oxigeno), el acido pirtivico sc metaboliza
a través del proceso de la fermentacion. La fermenta-
¢ion reduce el dcido pirtivico a acido lictico por la lac-
tate deshidrogenasa (18) o a etanol mediante las reac-
ciones consecutivas de la piruvato descarboxilasa (19)
y la alcohol deshidrogenasa (20}, siendo la formacion
de etanol mayor que la de lactato. En ambos casos, se
utiliza una molécula de NADH para llevar a cabo la
reduccion del dcido pirtivico, con la consiguiente pérdi-
da de eficiencia en la sintesis de ATP. A cambio, se
consigue mantener activa la via glucolitica {véase apar-
tado 4.3.2).

2.3.2. Eltransporte de los dcidos pirtvico
y mdalico es determinante para la
regulacion del metabolismo

respiratorio

Los dcidos pirdvico y malico deben ser transportados
del citosol a la matriz mitocondrial para poder ser utili-
zados por el ciclo de Krebs (Fig. 14-4). La mitocondria
es un organulo enmarcado en una doble membrana
(Fig. 14-5). La membrana externa es muy permeable.
Sin embargo, Ia membrana interna es altamente imper-
meable a todo tipo de iones con carga eléctrica debido a
su potencial de membrana. Este gradiente proténico
existente en la membrana interna mitocondrial se utili-
za para el transporte simporte de piruvato y malato ha-

HCOs
PEP
P, Etanol
OAA Piruvata —— Fermentacion <:
] Lactato
OH
./

Piruvato——= Acetil-CoA

L i Citrato

Matriz mitocondrial

Citoplasma t

AN

Membrana interna

Figura 14-4. Detalle de las vias de entrada de los acidos
piravico (piruvata) y malico (MAL} hacia el interior de la mi-
tocondria, asi como de los productos fermentatives a partir
del piruvato.

cia la matriz. mitocondrial, que sc intercambian por sen-
das moléculas de OH™ y de Pi, respectivamente (Fig.
14-4).

2.4, La via de las pentosas fosfato
es la principal productora de NADPH

La via de las pentosas fosfato (reacciones 21 a 27) estd
estrechamente relacionada con la via glucolitica y con
la sintesis de dcidos nucleicos, antocianos, ligninas y dci-
dos grasos entre otros (Fig. 14-2) (véase Capitulo 17). El
sustrato inicial es la glucosa-6-fosfato que se deshidroge-
na a 6-fosfogluconolactona, mediante la glucosa-6-fosta-
to deshidrogenasa (21), al tiempo que se sintetiza

Espacio Membrana
intermembrana < externa
Membrana ﬂ_ﬁ:t”z nddrial
-~ interna ftoconarta

Figura 14-5. Diagrama de un corte longitudinal de la mito-
condria vegetal donde se observan la estructura de doble
membrana, las crestas y la matriz mitocondrial.



NADPH a partir de NADP™. La enzima 6-fosfo-gluco-
no-lactonasa (22) transforma la 6-fosfogluconolactona
en 6-fosfogluconato, molécula que es deshidrogenada
por la 6-fosfo-gluconato-deshidrogenasa (23), dando
lugar a ribulosa-5-fosfato y a una molécula de NADPH.
A partir de aqui, existen dos vias paralelas que se entre-
cruzan. La ribulosa-5-fosfato se puede transformar en
xilulosa-5-fosfato por la enzima ribulosa-5-fosfato epi-
merasa (24), o en ribosa-5-fosfato por la ribulosa-5-fos-
fato isomerasa (25). La unién de ambas mediante una
transcetolasa (26) da lugar a sedoheptulosa-7-fosfato vy
gliceraldehido-3-fosfato, y cstas ultimas moléculas se
combinan mediante una transaldolasa (27) dando lugar
a una moléeula de eritrosa-4 fosfato vy otra de fructosa-6
fosfato. Finalmente, la eritrosa-4-fosfato puede partici-
par en otra reaccion de transcetolacion (26) con la xilu-
losa-5-fosfato, y se produce asi una molécula de gli-
ceraldehido-3-fosfato y otra de fructosa-6-fosfato, am-
bos compuestos intermediarios de la glucdlisis (aparta-
do 2.3).

En resumen, lu via de Jas pentosas fosfato genera
INADPH, el cual es un donador de poder reductor para
la sintesis de acidos nucleicos y otros procesos de bio-
sintesis. Asimismo, esta via proporciona intermediarios
de la via glucolitica y permite utilizar 1a glucosa-6-fos-
fato directamente como fuente de energia,

25. El ciclo de Krebs cumple dos funciones
elementales: la sintesis de NADH y la
formacion de precursores de la sintesis
de aminoacidos

En la Figura 14-2 se detallan todas las reacciones y en-
zimas que forman parte del ciclo de los dcidos tricarbo-
xilicos o ciclo de Krebs (30 a 38). El dcido mdlico pue-
de: a) pasar directamente a formar parte del ciclo de
Krebs o b) ser oxidado a dcido pirivico mediante la
accién de la enzima malica mitocondrial (29) dando
lugar a una molécula de piruvato, una de CO, y una de
NADH. El piruvato, obtenido en la via glucolitica o a
partir del écido mdlico, es oxidado por la piruvato des-
hidrogenasa (30) para dar lugar a una molécula de ace-
til-CoA, una de CO, y una de NADH, La molécula de
acetil-CoA se fusiona con una molécuta de oxalacetato,
proceso mediado por la enzima citrato sintasa (3 1), pro-
duciendo una molécula de dcido citrice y liberando la
coenzima A (CoA, CoASH). A continuacién, el citrato
pasa a isocitrato por medio de la aconitasa (32). El iso-
citrato se oxida a dcido a-cetoglutirico por la isocitrato
deshidrogenasa (33), liberando una molécula de CO, y
produciendo una molécula de NADH. Ei isocitrato
vuelve a reducirse por la accion de la o-cetoglutarato
deshidrogenasa (34) que le afiade una molécula de CoA
para [ormar succinil-CoA, una molécula de CQ, y pro-
ducir un NADH. La succinil-CoA sintasa (35) catabo-
liza el paso de succinil-CoA a succinato, sintetizando
un ATP a partir de ADP y Pi y liberando la molécula de
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CoA (es de destacar que UDP es el sustrato de la succi-
nil-CoA sintasa en animales, y por tanto, se forma
UTP). La succinato deshidrogenasa (36) oxida el suc-
cinato a fumarato. La peculiaridad de esta reaccion es
que s la dnica del ciclo de Krebs que se lleva a cabo en
la membrana mitocondrial y que, a la vez, forma parte
de la cadena de transporte clectrénico mitocondrizl
{Complejo II). En esta reaccién se reduce una molécula
de ubiquinona (véase apartado 2.6). La fumarasa (37)
transforma el fumarato en dcido malico en una reaccién
reversible. Finalmente, y para cerrar el ciclo, la malato
deshidrogenasa (38) convierte el dcido malico en oxala-
cetato.

En resumen, mediante el ciclo de los dcidos tricarbo-
xilicos se convierte una molécula de dcido pirdvico en 3
moléculas de CO,, 4 moléculas de NADH y una molé-
cula de ATP, ademas de reducirse una molécula de ubi-
quinona.

2.6. Mediante el transporte electronico
mitocondrial se consigue el gradiente
protdonico que dara lugar a la sintesis
de ATP

La funcién principal de la cadena de transporte electrd-
nico es convertir el poder reductor, en forma de NADH
y succinato, en moléculas de ATP para su posterior uli-
lizacion en otras reacciones celulares (sintesis, trans-
porte ionico, etc.). Para ello, se utiliza el transporte
electrénico a través de las diferentes proteinas insertadas
¢n la membrana interna mitocondrial para translocar pro-
tones (H™) al espacio entre las membranas interna y ex-
terna. Este gradiente proténico sirve, posteriormente,
para llevar a cabo la sintesis de ATP (Fig. 14-6).

La cadena de transporte electrénico estd formada por
diversas proteinas redox que en su mayoria forman par-
te de grandes complejos proteicos insertados en la
membrana, por lo que el transporte electrénico entre es-
tos complejos se lleva a cabo mediante dos moléculas
mds moviles: la ubiquinona y el citocromo c. Las moié-
culas de NADH son oxidadas por las deshidrogenasas
de NADH. Existen diversas NADH deshidrogenasas,
pero sdlo la correspondiente al Complejo 1 (39) estd
acoplada al transporte de protones al exterior de la
membrana y, en consecuencia, acoplada a la sintesis de
ATP. Existen otras NADH deshidrogenasas adicionales
que oxidan el NADH de la matriz mitocondrial (40) o
del citosol (41). Tanto el Complejo I (39), como las
otras NADH deshidrogenasas (40-41), reducen la molé-
cula de ubiquinona (Fig. 14-6).

La succinato deshidrogenasa (36), enzima que a la
vez forma parte del ciclo de Krebs (v¢ase apartado 2.5),
también reduce la molécula de ubiquinona. Sin embar-
go, esta reduccién no conlleva trasiego de protones a
través de la membrana (Fig. 14-6), vy, por (anto, no se
genera gradiente de H™.

Las moléculas de ubiquinona reducida transfieren los
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Figura 14-6. Esquema de la cadena de transporte electrénico en la membrana interna mitocondrial. Las lineas discontinuas
representan el movimiento de electrones, y las lineas continuas representan el movimiento de protones. Los numeros de
cada enzima corresponden a la lista del anexo al capitulo. La estequiometria del transporte de protones a través de los

distintos complejos proteicos no se da.

Abreviaturas: EIM: espacio intermembranoso; UQ-UQH,: ubiquinona -ubiguinel,

electrones desde las deshidrogenasas a las oxidasas, En
plantas existen dos vias terminales de oxidacion, la via
citocromica y la via alternativa. La via citocrdmica estd
compucsta por dos complejos proteicos. ¢l complejo ci-
tocromo b/¢, o complejo 111 (42) (el cual es andlogo al
complejo citocromo b/t de los tilacoides, Capitulos 9 y
10) y el complejo citocromo ¢ oxidasa o complejo 1V
(43). El complejo 111 oxida la ubiquinona reducida (o
ubiquinol) y reduce el citocromo ¢, mientras gue el
complejo IV oxida el citocromo ¢ y reduce el oxigeno
para formar agua. Ambos complcjos III y IV transpor-
tan protones hacia el exterior de la membrana mitocon-
drial, por lo quc la cnergia ascociada a este transporte
electrénico es, finalmente, aprovechada para la sintesis
de ATP (véase Fig. 14-6).

La via alternativa recibe su nombre por ser alterna-
tiva a la via citocrémica, con la que compite por los
electrones de la ubiguinona, para reducir el oxigeno a
agua (Fig. 14-06). Sin cmbargo, la oxidasa alternativa
(44) no transporta protones hacia el exterior de la mem-
brana, por lo que toda la energia asociada a la oxidacién
de ubiquino! se pierde en forma de calor (véase aparta-
do 2.6.2).

2.6.1. La fosforilacion oxidativa aprovecha
el gradiente protdnico para llevar a cabo

la sintesis de ATP

La fuerza creada por los protones (fuerza proton-mo-
triz} al volver a la matriz mitocondrial, se utiliza para la
sintesis de ATP. La llamada fosforilacién oxidativa se

hasa en la reaccién final, que materializa la sintesis
de ATP a partr d¢ ADP y fosfalo inorganico {Pi). La
sintesis de ATP se lleva a cabo a través de la enzima
ATP sintasa (45) (la cual es andloga a la de cloroplastos.
Capitulos 9 y 10), y cuya reaccién global es la siguicnie:
ADP + Pi + 3H ] —— ATP + 3H

Por tanto, se considera que por cada 3H " transloca-
dos de la matriz mitocondrial al cspacio intermembra-
noso durante el transporte de electrones se producird
una molécula de ATP a partir de la ATP sintasa. cuando
cstos protones vuelven otra vez a la matriz mitocondrial
{int) por la ATP sintasa.

2.6.2. Las plantas son resistentes al cianuro
gracias a la existencia de una oxidasa
alternativa

Una de las caracteristicas diferenciales de la respiracion
de las plantas en relacién con la de animales superiores,
cs su resistencia al cianuro. Esta caracteristica es debi-
da a la presencia de una enzima adicional que reduce el
oxfgeno a agua utilizando efectrones provenientes de la
ubiquinena reducida como fuente de poder reduclor, ya
que coexiste con la citocromo ¢ oxidasa sensible al cia-
nuro (véase apartado 2.6). Durante el transporte de
electrones a través de esta via «alternativa» de respira-
cién no existe transporte de protones de la matriz mito-
condrial al espacio intermembranoso, perdiéndose toda
la energia en forma de calor. La funcion fisiologica de



esta oxidasa alternativa es todavia desconocida, y es un
tema de profundo debate. La tinica funcion que hasta el
momento se le atribuye, estd relucionada con la tlora-
cidn de los espddices de la familia de las ardceas. En
este case muy particular, y en el momento de la flora-
cion, el espddice respira la mayor parte de sus reservas
a través de la oxidasa alternativa, produciéndose un
elevado aumento de la temperatura del espadice, que
puede llegar a ser hasta 10 C pbrencima de la tempera-
tura ambiente. Estc aumento de temperatura produce un
desprendimiento de compuestos aromdticos volatiles que
atraen 4 los insectos para llevar a cabo a pohinizacién.

Durante muchos afnos se ha creido que la via citocrd-
mica cstaba termodinamicamente favorccida, mientras
que la via alternativa era solo activa cuando la via cito-
cromica estaba saturada o inhibida. Sin embargo, re-
cientemente se ha demostrado que las dos vias compi-
ten directamente por los clecirones procedentes de la
ubiquinona reducida. El dcido pirtivico es un fuerte es-
timulador metabdlico de la acuvidad de la oxidasa al-
ternativa, cuando la cnzima estd en cstado reducido
{véase apartado 3.1).

2.7. El conjunto de reacciones de las vias
metabdlicas respiratorias tiene lugar
de forma simultanea con una importante
interaccion fisiologica

2.7.1. Las vias metabdlicas de respiracion

comparten sustratos y productos

En la Figura 14-2 se puede obscrvar el elevado nivel de
interaccidn existente entre todas las vias metabdlicas de
la respiracion anteriormente detalladas. Es muy impor-
tante reconocer este hecho, debido a que Ia regulacidn
de una via pucde depender directa o indirectamente de
la actividad de las demds vias. Dilcrenciaremos estas
relaciones metabolicas entre dos grupos de células, las
fotosintéticas y las no [otosintéticas.

En las ¢élulas fotosintéticas, donde tiene lugar la fija-
cidn de CO, y la formacién de glicolato en el proceso
de fotorrespiracion (véanse Capitulos 11 y 12), encon-
tramos una estrecha relacidn entre esta fotorrespiracion
y la cadena de transporte electrénico mitocondrial, En
el paso de glicina a scrina tiene lugar la produccion de
una molécula de NADH. Este NADH puede ser poste-
riormente oxidado en la cadena de transporte electroni-
co (CTE) mitocondrial, por lo que la actividad de la
CTE mitocondrial afectard a la reaccidn de sintesis de
serina y, en consecuencia, a la fotorrespiracion.

En todas las células, va sean fotosinléticas o no foto-
sintéticas, cxisten también muchas interacciones entre
las diferentes vias melabdlicas de respiracidn, entre las
que destacamos algunas:

— La via glucolitica y la de las pentosas fosfato tie-
nen varios puntos en comun. En un principio, al
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degradarse la sacarosa, se forman una glucosa y
una fructosa que se convierten en glucosa-6-fos-
fato y fructosa-6-foslato, sustratos de la via de las
pentosas fosfato y la glucdlisis, respectivamente,
y gue pucden intercambiarse mediante la enzima
hexosafosfato isomerasa (5). Asimismo, los pro-
ductos de la via de las pentosas fostato son el 3-P-
gliceraldehido y la fructosa-6-P., ambos interme-
diarios de la via glucolitica.

— La vfa glucolitica y ¢l ciclo de Krebs mantienen
una cstrecha relacién debido a que el producto de
la glucolisis (piruvato) es el sustrato inicial del
ciclo de Krebs. Un aspecto importante del piruva-
to es su transporte al interior de la mitocondria vy
las diferentes reacciones de las cuales ¢l dcido pi-
rivico es sustrato (Fig. 14-4). Asi pues, el piruva-
to pucde entrar en la mitocondria y ser oxidado
por la piruvato deshidrogenasa (3)) para entrar en
el ciclo de Krebs. Asimismo, el proceso de la fer-
mentacidn puede reducir el piruvato a etanol o
dcido {actico, con la correspondiente pérdida de
una molécula de NADH (apartado 2.3.1).

— El ciclo de Krebs v la cadena de transporte elec-
tronico (CTE) mitocondrial también guardan una
estrecha relacidn. En primer lugar, el producto
principal del ciclo de Krebs (NADH) es uno de
los sustratos principales de la CTE mitocondrial y
en scgundo lugar, una de las enzimas del ciclo de
Krebs, la succinato deshidrogenasa (36), se en-
cucntra en la membrana mitocondrial formando
simultaneamente parte intrinseca de la cadena de
transporte electrénico (Complejo 1), poniendo de
manificsto la estrecha relacidn entre las dos vias
metabdlicas.

2.7.2. Muchos de fos intermediarios
de las vias metabdlicas respiratorias
son sustratos para la biosintesis
de otros compuestos esenciales

Muchos de los productos intermedios de la respiracion
son sustratos, o fuente de energia de las vias de sintesis
de muchos otros productos (Figs. 14-2 v 14-7). Entre
los intermediarios de la via glucolitica, las hexosas pro-
porcionan esqueletos de carbono para la sintesis de pro-
ductos que se utilizan en la formacién de la pared celu-
lar (véase Capitulo 1). Las triosas fosfato son la base de
los glicerotipidos y de aminodcidos, como serina o cis-
teina, que se utilizan en la sintesis de las proteinas. El
fosfoenolpiruvato (PEP) es el sustrato para la sintesis
de compuestos fendlicos. como la tirosina, la fenilalani-
na o las auxinas (véase Capitulo 17). Finalmente, a par-
tir del acido pirdvico, se produce el aminodcido alanina.
En cuanto a los componentes del ciclo de Krebs, encon-
tramos que a partir del dcido z-cetoglutarico, se sinteti-
za el dcido glutdmico, a partir del cual se forman la
clorofila, los citocromos y los fitocromos. A partir del
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Figura 14-7.
rios y secundarios.

dcido oxalacético se forma el dcido aspirtico, el cual
genera la asparragina y las pirimidinas e¢senciales para
la sintesis de los dcidos nucleicos. Asimismo, el ciclo
de las pentosas fosfato forma la ribosa-5-fosfato, esen-
cial para la sintesis de dcidos nucleicos. La eritrosa-4-
fosfato se utiliza en la sintesis del dcido siquimico (véa-
se Capitulo 17), mientras que el NADPH generado en el
ciclo de las pentosas fosfato es vital para todas las reac-
ciones de biosintesis que se Hlevan a cabo en las células.

3. REGULACION DE LA RESPIRACION
3.1. La regulacién bioquimica

de la respiracion dependera del balance
entre las diferentes vias “

Por regla general, las enzimas mds fuertemente regula-
das de una via metabdlica suelen ser las que intervienen
al final de la misma, asi como en los puntos de interac-
cién con otras vias metabdlicas. Ademas, los sustratos y
productos de cada reaccién suelen llevar a cabo una re-
gulacion de la enzima que los usa o produce, respecti-
vamente.

La primera reaccion fuertemente regulada en la via
glucolitica es la del paso de fructosa-6-fosfato a fruc-
tosa-1,6-bisfosfato y viceversa. El balance global de 1a
actividad de las tres enzimas que lo catalizan (véase
Fig. 14-2) determina cudl de las dos vias, la glucdlisis
(consumo de glucosa) o la gluconeogénesis (sintesis
de glucosa), es la predominante. Todos los intermedia-

Interaccion entre los compuestos intermediarios respiratorios y la sintesis de diversos compuestos prima-

rics de la via glucolitica, pero de forma especial cl
fosfoenolpiruvato (PEP), inhiben la fosfofructoquina-
sa (PFK) (7) de modo retroactivo. Asimismo, el ATP y
NADH también inhiben la actividad de la PFK, mien-
tras que el Pi actda de activador. La fructosa-2,6-bis-
fostato activa la cnzima fostofruclofosfotransferasa
(PEFP)y (8) e inhibe la fructosa-1,6-bisfosfatasa (28)
(véase Fig. 14-2).

Otro punto fuertemente regulado de la glucdlisis es el
paso de fosfoenolpiruvato a piravato mediante la piru-
vato quinasa (15). Esta reaccion es activada por ADP e
inhibida por ATP. Ademis, debe tenerse en cuenta que
una acumulacion de piruvato disminuye la velocidad de
reaccion. El piruvato puede utilizarse de diferentes for-
mas, por lo que constituye también un punto de regu-
lacién. La disponibilidad del oxigeno desempefia un
papel importante en la utilizacion del piruvato en la fer-
mentacién, tal y como se detalla en el apartado 2.3.1.
Ademds, el transporte del piruvato hacia el interior de
la mitocondria también es un punto de regulacion de la
respiracion (Fig. 14-4). Hay quc tener en cuenta que el
paso de la piruvato quinasa puede ser sorteado por la
PEP carboxilasa (16), la malato deshidrogenasa (17) y
la enzima mdlica mitocondrial (29), de manera que cl
PEP se transforma a piruvato finalmente cn la mitocon-
dria (véase Figs. 14-2 y 14-4).°

La via de las pentosas fostato exhibe vn punto clave
de regulacion en su inicio. La glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa (21) es inhibida por NADPH y estimulada
por NADP ™. Asi, la actividad de esta via se ve estimu-
lada en situaciones de sintesis aumentada de compues-



tos derivados de los intermediarios de la propia via de
las pentosas fosfato (apartado 2.4) o de otras vias de
sintesis que utilizan NADPH.

El ciclo de Krebs muestra una fuerte regulacidn en su
reaccion inicial. La enzima piruvato deshidrogenasa
(30) esta altamente regulada por mecanismos de fosfo-
rilacion. La enzima estd desactivada en estado fosfori-
lado, mientras que estd activada en estado desfosfonla-
do. Una concentracion elevada de ATP causa una
desactivacién de la piruvato deshidrogenasa y, en con-
secuencia, una disminucion de la actividad global del
ciclo de Krebs. La mayoria de las enzimas del ciclo de
Krebs lleva asociada la formacién de NADH o ATP,
por lo que unaelevada concentracién de NADH o ATP
significard una reduccidn de su actividad por falta de
sustrato (NAD ™ o0 ADP). Otra de las enzimas claves en
el ciclo de Krebs es la succinato deshidrogenasa (36),
que transfiere el poder reductor a la ubiquinona de la
membrana mitocondrial. La actividad de esta reaccidn
se ve disminuida si el estado de reduccion de la ubiqui-
nona es elevado, con lo que se produce un enlenteci-
miento del ciclo de Krebs.

La cadena de transporte de clectrones tiene diversos
puntos de control. Aquellas reacciones que llevan a
cabo el trasiego de protones (H ") hacia el espacio inter-
membranoso (Complejos 1 (39), 1T (42) y 1V (43)) se
ven afectadas por el gradiente protdnico existente entre
este espacio y la matriz mitocondrial. Asimismo, el cs-
tado de reduccién del poo! de ubiquinona también con-
trola la actividad tanto de las deshidrogenasas como de
las oxidasas terminales. Finalmente, la ATP sintasa
(435), que esta regulada principalmente por la disponibi-
lidad de sus sustratos ADP y Pi, es la que regula de
forma activa el gradiente de protenes trunsmembrana vy,
por ende, determina en parte la actividad de la cadena
de transporte electronico mitocondrial (control respi-
ratorio). Sin embargo, sc debe tener en cuenta la exis-
tencia de deshidrogenasas y oxidasas que no estdn liga-
das al transporte de protones a través de la membrana
(véase apartado 2.6). lo que las hace independientes del
control metabdlico de ADP y Pi.

La oxidasa alternativa estd compuesta por dimeros
que pueden formar puentes disulfuro. La actividad oxi-
dasa alternativa es mayor cuando los puentes disulfuro
estin reducidos, Ademds, los a-cetodcidos, especial-
mente el piruvato, son activadores de la oxidasa alter-
nativa reducida. La funcidn de estas vias se desconoce,
pero dotan a la respiracion de una gran flexibilidad me-
tabdlica.

Es importante tener en cuenta que, en plantas, la sin-
tesis de ATP no es la tnica funcién de la respiracion y
gue pueden existir situaciones en las que sca necesario
mantener el metabolismo respiratorio activo, para obie-
ner esqueletos de carbono, aun cuando la concentracion
de ATP sea alta. En estos casos, las vias «alternativas»
pueden desempefiar un papel importante en €] metabo-
lismo respiratorio.
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3.2. Laregulacion fisiologica de la respiracion
viene determinada por la disponibilidad
de sustrato carbonado y de ADP

Es importante remarcar que no todos los tejidos ni todas
las células de una planta son folosintéticos y que depen-
den del aporte de compuestos de carbono por parte de
otras células fotosintéticas que les proporcionen la
energia necesaria para subsistir. Esto es posible porque
la respiracidn vegetal proporciona tanto los intermedia-
rios necesarios para la biosintesis, como la energia ne-
cesaria para que esta biosintesis tenga lugar e implica
que la respiracién cn plantas ¢s regulada por la presion
de sustrato carbonado disponible y por la demanda
energética de ATP del tejido o la planta. Por un lado, la
presion de fotoasimilados «empuja» los compuestos de
carbono hacia las vias metabdlicas de la respiracion,
mientras que la demanda energética «tira» de los com-
puestos de carbono por las vias respiratorias para sinte-
tizar ATP. Por ¢jemplo, una planta e¢n fase de creci-
miento rdpido tiene una demanda energética alta y sus
lasas respiratorias aumentardn si dispone de suficiente
sustrato (se supone que no hay limitacién por falta de
ADP). Al mismo tiecmpo, habrd una mayor demanda de
fotoasimilados para la produccién de ATP y de precur-
sores de carbono para el crecimiento. Si, por el contra-
rio, la demanda energética es baja. la respiracién estard
reducida y controlada principalmente por la disponibili-
dad de ADP. Este mecanismo de balance entre «empu-

jar y trar» se puede resumir en la disponibilidad de sus-

trato carbonado y de ADP como factores claves de la
regulacion fisiologica de la respiracion vegetal.

4. RESPIRACION A NIVEL DE PLANTA
ENTERA

4.1. El cociente respiratorio es un indicador
del tipo de sustrato utilizado

Los flujos metabdlicos que convergen en la mitocon-
dria para la sintesis de ATP dan pie a la emisidn de
didxido de carbono y el consumo de oxigeno ademas de
producir agua y calor. La produccidn de CO, proviene
de la oxidacién de compuestos de carbono cono genera-
cién de electrones que reducen el O, para formar H,O.
Tanto la emisién de CO, como el consumo de O, pue-
den ser utilizados para medir la tasa de respiracién de
las plantas. Si s¢ mide simultdneamente el intercambio
gaseoso entre CO, y O, se puede calcular el cociente
respiratorio (RQ), que es la relacion entre las molécu-
las de CO, emitido y las moléculas de O, utilizado. En
el caso de la oxidacion de la ghucosa, el volumen de O,
consumido es igual al volumen de CO, producido, se-
gin la siguiente ecuacién:

C,H,,0, + 60, —> 6 CO, + 6H,0 + energia
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y el valor de RQ (6 CO,/6 O,) es 1.0. Por lo general,
cuando una planta respira carbohidratos, el valor de RQ
es cercano a la unidad. Si, por el contrario, ¢l compues-
to oxidado es un dcido graso como, por ejemplo, el
dcido oleico:

C,4H:,0, +2550,— 18 CO, + 17 H,0 + energia

¢l RQ para esta reaccion es de 18 CO,/25.50, = 0.71.
Si los sustratos respiratorios son deidos orgdnicos, el
valor de RQ tendrd un valor mayor que la unidad por-
gue el grado de oxidacion de cstos compuestos ¢s ma-
vor que el de los azicares.

Asi, el valor RQ es una medida dependiente del con-
tenido de carbono, hidrégeno y oxigeno que tiene el
sustrato respiratorio utilizado. La respiracion de la ma-
yorfa de las semillas tiene un RQ < | durante la germi-
nacion, lo que indica que se estdn utilizando las reser-
vas grasas (compuestos poco oxidados) para producir
energia. En hojas, €l valor medio de RQ es 1.05, sugi-
riendo que el sustrato respiratorio mayoritario son los
azdcares. El RQ también refleja la actividad de otros
procesos metabdlicos. Por ejemplo, durante la reduc-
cion asimilatoria del nitrato se producen simultinea-
mente acidos orgdnicos y CQO, (véase Capitule 15) lo
que conlleva un valor de RQ > 1. Como caso cxtremo
s¢ encuentran las raices que forman asociaciones sim-
bidticas para asimilar el nitrdgeno atmosférico y cuya
respiracion tiene valores de RQ =~ .5,

4.2. La tasa respiratoria de las plantas
depende del tipo de 6rgano, del estado
metabdlico y de la edad de la planta

En términos generales, un tejido vegetal o una planta
respira mds cuanto mayor es su demanda energética.
Tejidos, Grganos o plantas jovenes, en pleno crecimicn-
to, experimentan mayores tasas de respiracion especifi-
ca {(es decir, expresada por unidad de biomasa) que
cuande los mismos tejidos estin completamente desa-
rrollados. La alta tasa de respiracion especitica de teji-
dos y plantas jovenes es debida a la alta demanda de
esqueletos de carbono para crear las nuevas estructuras
vegetales, al reciclaje del poder reductor metabolizado
durante su biosintesis y a la alta demanda energética
para sostener la tasa de crecimiento vegetativo. A medi-
da que la planta se desarrolla y envejece, esta demanda
se reduce y la tasa de respiracion especilica también
disminuye,

La respiracidn especifica de las semillas cn estado de
latencia es muy baja (entre 0.003 y 0.01 gmoles de CQ,
por gramo de peso seco y hora), Durante {a imbibicion
de las semillas, la tasa respiratoria aumenta ligeramen-
te. Durante el crecimiento del embridn, la respiracion
aumenta enormemente. Para la mayoria de las plantas
herbéceas, éste ¢s ¢l estado de desarrollo donde la respi-
racion especifica alcanza valores miximos.

Cuadro 14-1. Tasas de respiracion especifica de
distintos tejidos completamente desarrollados en
grupos de plantas diferentes. Las tasas de respira-
cién citadas son indicadores de tasas medias mini-
mas y maximas correspondiente a especies vegeta-
les diferentes, medidas a unos 20 C de temperatura

Respiracion especifica
wmoles de CO, por gramo
de peso seco ¥ hora
Semillas (latencia) 0.003-0.01
Hojas
plamas herbdccas 50-150
arbustos de sotobosque 6-35
drboles
caducifolios 30-100
coniferas 5-20
Raices finas 20-350
Frutos
climatéricos 1.5-4.8
no climatéricos 0.8-3.0
Espddices de lay ardceas 1000

En tejidos meristemdticos foliares, la respiracién

" puede llegar a consumir hasta un 10 % de su biomasa

seca durante el periodo nocturno. La lasa respiratoria
por unidad de biomasa de las hojas que se lorman a
partir del meristemo, se reduce hasta llegar a un valor
constante una vez que la hoja ha liegado a su estado de
maduraciéon completa (Fig. 14-8). Durante su desarro-
llo, la respiracién foliar puede disminuir ¢n mas de un
60 %. En este estadio de mdximo desarrollo de la hoja,
los procesos respiratorios consumen menos del 1.5 %

Respiraciéon de la hoja entera

Respiracion especifica

Tasa de respiracion relativa

Hoja joven

Crecimiento
exponencial

Hoja madura Senescencia

Edad de ia hoja

Figura 14-8, Curva de la respiracion de una hoja desde su
emergencia hasta su senescencia. La respiracion especifica
por unidad de biomasa disminuye durante el desarrollo de
la hoja. En algunas hojas se ohserva un ligero incremento
en la respiracion al inicio de la senescencia, como el repre-
sentado por la linea discontinua. Sin embargo, la respira-
cién total de la hoja entera aumenta a medida que la hoja
incrementa su biomasa.




de su peso seco durante la noche. Existe gran variabili-
dad en la tasa de respiracidn toliar especifica entre gru-
pos funcionales de vegetacion. Las hojas de especies
agricolas son las que respiran a mayor velocidad, mien-
tras que las hojas de coniferas o plantas que viven en
condiciones de luz muy bajas son las que tienen las ta-
sas de respiracion mds bajas (Cuadro 14-1). Durante la
sencscencia (véase Capitulo 28), la respiracion foliar es
variable. Por lo general, Ia respiracion disminuye rapida-
mente al iniciarse la senescencia. Sin embargo, en algu-
oS casos, se observa un pequeno incremente cn la respi-
racion, seguido por una rapida disminucion (Fig. 14-8).

La respiracién de los tejidos reproductores se ha es-
tudiado poco. Se considera que el dpice o primordio tlo-
ral puede legar a respirar casi todo el carbono que reci-
be de la planta, como en el caso del trigo. Un caso
particutar de tejidos reproductores es el del espadice de
las ardceas durante el periodo de floracidn (véase apar-
lado 2.6.2). En estos espadices. la respiracion especifica
{alrededor de 1000 pmol de CO, por gramo de peso
scco y hora) es unas cien mil veces mayor que en las
semillas y entre diez y cien veces mayor que en las ho-
jas. La respiracién ha sido mds estudiada durante el pro-
ceso de llenado de las semillas (véase Capitulo 27). Por
ejemplo, la respiracién en los granos de los cereales dis-
minuye durante el proceso de llenado, debido a que los
carbohidratos son almacenados en los tejidos de reserva
y no son utilizados en los procesos metabdlicos. En el
caso de llenado de semillas de las legumbres, se observa
que la respiracion estd lmitada por la disponibilidad de
sustrato (hexosas) (apartado 3.2). La respiracion llega a
valores muy bajos durante cl secado de las semillas.

La respiracion de frutos jovenes, durante la lase de
crecintiento ¢s alta, aungue disminuye rapidamente an-
tes del proceso de maduracidn (Fig. 14-9). Ciertos fru-
[0S carnosos, como ¢l platano o la manzana, tienen una
respuesta respiratoria durante la maduracién conocida
como climatérica. Al inicio de la maduracion de los
frutos climatéricos, la respiracidn aumenta de forma
muy rdpida, coincidiendo con aumentos en la produc-
ctén de etileno que estimula la maduracion. Las carac-
teristicas organolépticas de los frutos climatéricos se
desarrollan durante este periodo de incremento de respi-
racion. En el caso de frutos no climatéricos, como es el
caso de los citricos o de 1a uva, no s¢ observa un aumento
respiratorio durante la maduracion, la cual es menos sen-
sible a los niveles de etileno (véase Capilulo 26).

La tasa de respiracion de las raices depende de la
actividad fotosintética de la ptanta. Cuanto mas alta es
la tasa dc fotosintesis, mayor es el aporte de carbohidra-
tos a las partes subterrdneas de la planta. De esia mane-
ra, la disponibilidad de sustrato es el principal determi-
nante para la respiracion de las rafces. Sc ha observado
que durante la noche, o en periodos donde 1a tasa foto-
sintética es baja, la respiracion dce las raices disminuye.
La respiracion de las raices también depende del estado
de desarrollo de la planta. Tras la germinacién de la
semilla, las raices deben crecer rapidamente para soste-
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Aguacate {avocado)

Platano, pera

Respiracidn especifica relativa

Manzana

e

Tiempo de maduracion del fruto a 15°C (dias)

Figura 14-9. Tipica curva de la respiracion durante el pro-
ceso climatérico de los frutos. La respuesta climatérica de
los frutos, indicada con una flecha en fa figura, es mas pro-
nunciada en unos frutos que en otros. La duracidn de la
respuesta climatérica también varia de unos frutos a otros
entre 10 y 30 dias.

ner la planta y absorber los nutrientes necesarios para el
crecimiento. Aunque estas dos [unciones se mantienen
a lo largo de la vida de la planta, la tasa respiratoria
disminuye desde los estados iniciales v pasa a depender
del aporte dc sustrato. Hacia el final de la vida de la
planta, las raices dejan de crecer y su Lasa respiratoria
especifica disminuye.

4.3. La tasa respiratoria esta influenciada
por factores ambientales

Como se ha descrito, la respiracion de los distintos Or-
ganos vegetales o de la planta entera depende de la edad
del tejido o de la planta y de su estado de desarrollo. La
respiracién de las plantas también estd enormemente
influenciada por factores abiducos como la temperatu-
ra, los niveles de oxigene, la concentracidn de didxido
de carbono, o la disponibilidad de agua y de nutrientes,
entre otros. La tasa respiratoria de una planta que crece
bajo unas condiciones ambientales especiticas determi-
na la cantidad de energia utilizable que puede ser inver-
tida en procesos de crecimiento, de desarrollo y de
mantenimiento de la planta. Por tanto, la cantidad de
compuestos de carbono destinada a procesos respirato-
rios tiene un gran impacto sobre la produccidn neta de
biomasa, y puede desempefiar un papel importante en la
productividad vegetal en términos de interés econdmi-
co en agricultura.

4,.3.1. La respiracion y la temperatura estdn

en relacion directa

Uno de los factores abidticos mds significativos que
alectan a la tasa respiratoria es la temperatura. Indepen-
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dientgmente de la tasa absoluta de respiracion, incre-
mentos en la temperatura generan incrementos expo-
nenciales de la respiracion.

El efecto de la temperatura sobre la respiracion se
puede cuantificar a través del coeficiente de tempera-
tura, o tactor Q,,,. ¢l cual retleja los cambios en la tasa
de respiracion por cada 10 7C de cambio en la tempera-
tura a través de la expresion:

Respiracién a la temperatwra (T + 10) C

Qm =

Respiracién a la temperatura T “C

Para la mayoria de las plantas y los (ejidos, el valor
del factor Q,, respiratorio varia entre 1.9 y 2.8 cuando
la respiracién se mide entre 5 y 30 "C. Un valor de Q
respiratorio de 2.0 significa que la tasa de respiracion a
20 °C es el doble que la tasa respiratoria medida a
10 “C. Este valor coincide con el valor de factor Q,, de
la mayoria de reacciones enzimaticas. Sin embargo, el
valor Q,, respiratorio no es conslante y varia sustan-
cialmentc a temperaturas extremas. A temperaturas
muy bajas (menocres de 5 °C), las membranas de los
distintos compartimentos celulares pierden fluidez, lo
que hace que el efecto de la temperatura sobre la respi-
racién sea menor (Q,, = 1.0). A temperaturas muy al-
tas {superiores a los 40 “C}, el valor Q,, también dismi-
nuye hasta el valor de 1.0 porque la respiracion empieza
a ser limitada por la disponibilidad de oxigeno. La solu-
bilidad del oxigeno disminuye a medida que la tempe-
ratura aumenta y la difusién del oxigeno dentro del tejido
{con un factor Q,, = 1.1} no es suficiente para compen-
sar el incremento en la actividad de las enzimas respira-
torias. A temperaturas superiores a 45 'C, la respiracion
decae hasta pararse debido a la desnaturalizacidn de las
proteinas y a la disgregacion de las membranas.

El factor Q,, respiratorio también varia ligeramente
seglin ¢l origen ecoldgico de la planta y depende de la
temperatura de crecimiento, A grandes rasgos, las plan-
tas de climas calidos suelen tener valores respiratorios
de Q,, cercanos a 2.5-3.0, mientras que en plantas de
climas frios el valor de Q, de la respiracion es algo
menor, alrededor de 2.0).

Aparte del factor Q,, respiratorio. la temperatura de
crecimiento también influye en la respiracion vegetal.
Al comparar la respiracién de plantas adapradas a re-
giones climaticas muy dispares, se ha observado las ta-
sas de respiracién especifica medidas en las condicio-
nes de crecimiento son muy parecidas entre si. Es decir,
la tasa de respiracién de una hoja de una planta origina-
ria de climas drticos medida a 4 "C es muy parecida a la
tasa de respiracion de una hoja de un arbol originario de
climas tropicales medida a 30 “C. Esta es una indica-
cion de que la respiracién mantiene una cicrta homeos-
tasis respecto a la temperatura de crecimiento, lo que
podria ser un mecanismo de adaptacion y aclimatacidn
de las plantas, tanto a las variaciones locales del clima
como a las distintas regiones climadticas del planeta.

4.3.2. Ladisponibilidad de oxigeno, en ciertas
condiciones de crecimienta, limita la
tasa respiratoria

El oxigeno es el aceptor final de electrones durante el
transporte electrénico mitrocondrial y. como tal, su dis-
ponibilidad en el interior del tejido puede limitar la tasa
respiratoria. El contenido de oxigeno en el aire es del
21 %, y la concentracion de oxigeno en fase acuosa
{como ¢l citoplasma) a 25 "C es de 253 uM. Dado que
la constante de Michaelis-Menten (K} para el oxigeno
de la citocromo ¢ oxidasa y de la oxidasa alternativa es
inferior a 10 gM (lo que indica una alta afinidad), el
oxigeno no limita la respiracién en condiciones norma-
les. Sin embargo, existen ciertas situaciones en las que
el oxigeno podria limitar la tasa respiratoria. Por ejem-
plo, en tejidos compactos, como frutos o tubérculos con
una baja relacion superficie-volumen, la ditusion del
oxigeno hacia las células interiores del tejido es muy
lenta respecto a la demanda de oxigeno por parte de las
oxidasas respiratorias.

Existen mecanismos de adaptacidn a bajos niveles de
oxigeno en tejidos que, con cierta frecuencia, se cn-
cuentran en hipoxia o anoxia. Uno de estos mecanismos
es la expansion de los espacios intercelularcs para for-
mar espacios aéreos o acrénquimas en tejidos donde la
difusion de oxigeno puede ser limitante. En raices, es-
tos aerénquimas pueden llegar a ocupar mas de un 45 %
del volumen total del tejido. Sin embargo. en los tu-
bérculos de patatas, los espacios intercelulares repre-
scntan menos del 2 % del volumen total. La finalidad de
los aerénquimas es absorber el oxigeno del suelo o del
aire y favorecer un intercambio gaseoso rapido v mds
eficiente entre las c€lulas que se encuentran alrededor.
En condicioncs extremas de rafces de plantas que viven
en terrenos inundados o pantanosos, como es el caso de
los arrozales, el intercambio gaseoso entre el aerénqui-
ma de las raices y el aire exterior se rcaliza a través de
los tallos, donde la conexidn raiz-tallo es permeable al
dioxido de carbono y al oxigeno. Este mecanismo es
compartido por muchas cspecies que viven en zonas
que siempre estan inundadas o que se inundan frecuen-
temente. La concentracién de oxigeno en los aerénqui-
mas de raices en casos como el del arroz puede llegar a
mantenerse entre el 10 y el 16 9%. Ademas, la estructura
dec la raiz no facilita que el agua desplace el aire de los
aerénquimas, por lo que ¢l intercambio gaseoso entre ¢l
interior y el exterior de los aerénquimas queda garanti-
zado. En condiciones naturales, la tolerancia a la
anoxia prolongada por este tipo de especies vegetales
es mayor cuande la temperatura y la tasa respiratoria
son bajas y cuando las raices o rizomas contienen sufi-
cientes rescrvas de carbono. La formacidn de aerén-
quimas es inducida por eventos de anoxia o hipoxia
prolongada debido a la acumulacién de etileno en las
raices anaerdbicas, lo que provoca la rotura de células
del cartex de la rafz.

Otra adaptacion a bajos niveles de oxigeno es la for-



macién de neumatéforos. Los neumatdforos son raices
que crecen por encima de la superficie del agua, reco-
giendo oxigeno del aire y difundiéndolo hacia las raices
que se encuentran sumergidas. Este es el caso de los
manglares, drboles que viven en lagos de clima tropical.
Otras especies responden a condiciones de anoxia radi-
cular formando raices adventicias a partir de los tallos.
En general, las plantas que no tienen mecanismos para
tolerar la anoxia son scnsibles a las inundaciones y
pueden llegar a morir por asfixia de las raices, o por
acumulacion de compuestos derivados de la respira-
cion anaerdbica (fermentacién) si la inundacion es
prolongada.

4.3.3. El dioxido de carbono inhibe
la tasa respiratoria

Cuando plantas u érganos vegetales son expuestos a at-
masteras ricas en didxido de carbono, la tasa respirato-
ria puede Ilegar a reducirse considerablemente. La res-
piracién puede inhibirse cerca de un 50 % a los pocos
minutos de aumentar la concentracion de didxido de
carbono desde los niveles atmosféricos normales (del
0.036 %) hasta niveles de entre 1 y 5% en aire. Otra
caracteristica de este efecto rapido y directo del diéxido
de carbono sobre la respiracion es que se trata de un
fendmeno reversible: cuando la concentracion de dioxi-
do de carbono disminuye hasta los valores iniciales, la
tasa respiratoria también recupera su valor original.
Aun cuando el mecanismo inhibitorio del dioxido de
carbono no s¢ conoce bien, este fendmeno sirve para la
conservacién y el almacenamicnto de frutos climatéri-
 cos enl camaras antes de su distribucidn. Al inhibirse la
respiracion del fruto, en condiciones de didxido de car-
bono elevado, no se producen ni etileno, ni aumento

climatérico de la respiracion, de manera que el proceso -

de maduracién del fruto se retrasa considerablemente
(apartado 4.2).

4.4. Los gastos respiratorios de carbono
revierten en el crecimiento y el
mantenimiento de la planta

La economia del carbono de una planta, es decir, la ga-
nancia neta de biomasa, no sélo depende de la de foto-
sintesis (ganancias de carbono), sino también de la uti-
lizacién de los fotoasimilados en procesos respiratorios
(pérdidas de carbono). La respiracion utiliza el carbono
para producir la energia necesaria para mantener y
aumentar la biomasa existente. Una planta consume, en
procesos respiratorios, entre la mitad y las tres cuartas
partes de los carbohidratos producidos por la fotosinte-
sis. Una gran proporcion de esta respiracién se da en las
raices, ya que éstas respiran entre un 20 y un 40 % del
total de los fotoasimilados producidos por la planta du-
rante el dia. Esto significa que la respiracién es un com-
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Figura 14-10. Respiracion de crecimiento y de manteni-
miento en funcion de la tasa de crecimiento relativo de la
planta (expresado como aumento de biemasa por unidad
de biomasa existente y unidad de tiempo). Al extrapolar |a
recta obtenida con datos de crecimiento {TCR) y de respira-
¢ién (R) hasta que el valor de |a tasa de crecimiento es cero,
se obtiene el valor de la respiracion de mantenimiento (R},
es decir, el valor de A cuando el valor de TCR es cero. Asu-
miendo que la respiracién de mantenimiento es constante,
la diferencia entre este valor de respiracion de manteni-
miento (A,) v la respiracion total (R) representa el compo-
nente de crecimiento de la respiracion (R) para cada valor
dado de tasa de crecimiento relative {TCR).

ponente muy importante para la economia del carbono
de la planla entera.

Al comparar la tasa de crecimiento (aumento de bio-
masa por unidad de tiempo) de una planta, se observa
que cuanto mds rapido es el crecimiento, mayor ¢s su
tasa respiratoria. Esta observacion permitc distinguir
dos tipos de respiracion: 1) la respiracién de creci-
miento, que refleja los costes de carbono asociados a la
produccion de energia metabdlica (poder reductor y
ATP) utilizada durante la biosintesis y el crecimiento; y
2) la respiracién de mantenimiento. que refleja los
gaslos de energia que se invicrten en proceso gue no
determinan una ganancia neta de biomasa orgdnica,
como son el recambio de enzimas, ¢l mantenimiento de
la estructura de las membranas y la incorporacion y
transporte de nutrientes inorganicos. La Figura 14-10
describe ia relacidn entre estos dos tipos de respiracidn.
A medida que la tasa de crecimiento de la planta
aumenta, también aumentan la tasa de respiracion espe-
cifica y la proporcion de respiracion de crecimiento res-
pecto de la mantenimiento. En plardas cuya tasa de cre-
cimiento es cero, toda la respiracion estard destinada a
procesos de mantenimiento.

Los gastos de mantenimiento son mucho mayores en
las raices debido a que los procesos de absorcidn de
nutrientes son energéticamente costosos. En condicio-
nes normales, las raices utilizan una tercera parte del
carbono que reciben de la parte aérea para sintetizar la
Cnergia necesaria para crecer, mantenerse y absorber
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nutrientes. En condiciones limitantes de nutrientes, las
raices pueden llegar a respirar mas del 70 % del total de
los fotoasimilados que reciben durante ¢l dia de fa parte
aérea de la planta. Bajo eslas condiciones limitantes
para el crecimiento, la planta tiende a promover un ma-
yor crecimiento de las raices con el fin de explorar un
mayor volumen de suelo en busca de nutricntes. Los
costes de mantenimiento de las rafces en condiciones
limitantes de nutrientes también son proporcionalmente
mayores, debido a que hay una mayor cantidad de rai-
ces que mantener.

Si se pudieran minimizar los costes respiratorios de
mantenimiento, las plantas podifan destinar mas carbo-
no al crecimiento, mejorando la economia del carbo-
no. Cuando se compara la respiracion de diferentes ge-
notipas de un cultivar, se ha observado que existe una
relacién inversa entre crecimiento y respiracion. Bs de-
cir, genotipos que tienen una tasa de respiracién baja
crecen mds rdpido. Esto ¢s debido a que los genotipos
de crecimiento mds rdpido tiencn costes de manteni-
miento mds bajos. de manera que la mayor parte de la
energia producida por la respiracion sc destina a proce-
sos de crecimiento. Una de las estrategias para mejorar
la praduccion de cultivos es seleccionar genotipos que
tengan bajo coste de respiracion de mantenimiento.

Otra’estrategia para mejorar la produccion vegetal es
optimizar la eficiencia respiratoria. La existencia de
una oxidasa alternativa mitocondrial (véase apartado
2.6.2) hace que la respiracion no convierta lodoe el car-
bono oxidado en forma de ATP con el maximo acopla-
miento energético, sino gue se libere energia en forma
de calor. Si ¢sta y otras vias futiles de la respiracion no
estuvieran activas, la conversidn encrgética se maximi-
zarfa y la respiracion seria mds cficiente. A pesar del
enorme potencial para la mejora agricola a través de la
manipulacidn de la respiracion, se deben resolver algu-
nas cuestiones fundamentales sobre 1a funcionalidad de
la via allernativa y otros aspectos de la fisiologia de la
respiracion para comprender qué pasos se deben seguir
para que esla mejora tenga lugar.

RESUMEN

La respiracion celular, o respiracién de oscuridad, es un
proceso metabdlico complejo que consiste en la utiliza-
cion oxidativa de sustratos ricos en cnergia para produ-
cir ATP u otras formas adecuadas para sustentar €] tra-
bajo metabdlico. Estos sustratos pueden derivar de
rescrvas de carbohidratos, lipidos v proteinas, aungue
en las plantas, los principales sustratos respiratorios son
los carbohidratos producidos en la fotosintesis (sacaro-
sa y almiddn), Aparte de la sintesis de ATP, existen otras
funciones directamente relacionadas con el metabolismo
respiratorio, como ser el origen de una serie de compues-
tos intermedios que son precursores biosintéticos en
otras vias metabdlicas (por ejemplo, vias del metabolis-
mo nitrogenado, del metabolismo secundario, etc.).

En este capitulo, s¢ han presentado desde el punto de
vista bioquimico, las vias respiratorias con sus reaccio-
nes v su regulacidn, y también sc han considerado las
principales diferencias con la respiracion de animales
superiores, como la existencia de la oxidasa alternativa
mitocondrial. Asimismo, se ha hecho un énfasis espe-
cial en la relacion existente entre las vias respiratorias y
las demds vias metabdlicas. los productos que compar-
ten v las importantes interacciones de regulacion que se
producen ejercen mutuamente. Desde el punto de visla
fisiologico, se ha descrito las regulacion de la respira-
cion a nivel de planta entera, la importancia del sustrato
respiratorio utilizado. el tipe de 6rgano. el eslado de
crecimiento y la edad de la planta. Asimismo, se han
presentado los efectos de factores ambientales, como la
temperatura o la composicion de gases de la atmdsfera.
Finalmente, se ha hecho un estudio de la utilizacidén de
los productos respiralorios para el crecimiento y el
mantenimiento de la planta.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. D¢ al menos dos razones importantes de por qué los com-
ponentes de la fostorilacidn oxidativa se encuentran en la
membrana interna de-la mitocondria en vez de estar en
forma soluble en el citoplasma o en la matriz mitocon-
driul.

2. ;Cuil es el nivel maximo y el nivel minimo de sintesis de
ATP cuando se oxida | mol de glucosa?

a) en prescncia de oxigeno:
h) en ausencia de oxigeno.

3. ;Dequé manera s¢ podria mejorar la productividad vege-

tal a través de la maniputacion de la respiracién?
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Cuadro anexo. Enzimas del metabolismo respiratorio

ok b —

> =

10.
1.

A

.

13.
14.
15.
16.
17.
18,
9.
20
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28,
29,
30.
3.
32
33.

34,
35.

36.
37.
38,
39,
40.
41.
42,
43.
44.
45.

Invertasa

Sacarosa sintasa

Hexoguinasa

Fosfoglucomutasa

Hexosutostuto 1somerasu
Fructoguinasa

Fosfolructoquinasa
Fosfofructofosfotransferasa
Fructosa-1.6-bisfosfato aldeiasa
Triosa-fosfato isomerasi
Gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa
Glicerato-3-fosfato guinasa
FFosfoglicerato mutasa

Enalasa

Piruvito quinasa

Fostoenolpiruvato carboxilasa
Maluto deshidrogenasa (citosdlica)
Lactato deshidrogenasa

Piruvato descarboxilasa

Alcohol deshidrogenasa
Glucosa-O-fostato deshidrogenasa
6-Fosto-glucono-lactonasa
6-Fosto-gluconato-deshidrogenasa
Ribulosa-5-epimerasa

Ribulosa-5-P isomerasa
Transcetolasa

Transaldolasa

Fructosa- | .6-bisfostatasa

LEnzima milica

Complejo piruvato deshidrogenasa
Citrato sintusa

Aconitasa

Isocitrato deshidrogenasa
2-Cetoglutarato deshidrogenasa
Succinil-CoA sintasa

Succinate deshidrogenasa (Complejo [1)
Fumarasa

Malato deshidrogenasa (mitocondrial)
NADH deshidrogenasa (Complejo 1)

NADH deshidrogenasa interna insensible a rotenona

NADII deshidrogenasa externa
Complgjo citocromo b/c, {(Complejo 111
Citocromo ¢ oxidasa (Complejo V)
Oxidasa alternativa

ATP sintasa {Complejo V)

)

(EC. 3.2.1.26)
(EC. 2.4.1.13)
(EC. 2.7.1.1)
(EC. 5.4.2.2)
(FC. 5.3.1.9)
(EC. 2.7.1.4)
(EC. 2.7.1.11)
(EC. 2.7.1.90)
(EC. 4.1.2.13)
(CC. 5.3.1.11)
(EC. 1.2.1.12)
(EC. 2.7.2.3)
(EC. 5.4.2.1}
(EC. 4.2.1.11)
(EC. 2.7.1.40)
(EC. 4.1.1.31)
(EC. 1.1.1.37)
(EC. 1.1.1.27)
(BC. 1.1.1.1)
(EC. 1.1.1.49)
(EC. 3.1.1.31)
(EC. 1.1.1.44)
(EC. 5.1.3.1)
(EC. 5.3.1.6)
(EC. 2.2.1.1)
(EC. 2.2.1.2)
(EC. 4.1.3.7)
(EC. 4.2.1.3)
(EC. 1.1.1.41)
(EC. 1.24.2)
(EC. 6.2.1.5)
(EC. 1.3.99.1)
(EC. 4.2.1.2)
(EC. 1.1.1.37)
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ASIMILACION DEL NITROGENO

Y DEL AZUFRE

José Maria Maldonado, Eloisa Agliera y Rafael Pérez Vicente

1. Introduccion. 2. Asimilacion del nitrégeno. 3. Asimilacion del azufre.

1. INTRODUCCION

El nitrégeno vy el azulre constituyen dos de los elemen-
tos quimicos mas abundantes en la materia viva (véase
Capftulo 6}. La razén N/S en la biomasa vecgetal es de
alrededor de 20, que es, aproximadamente, la propor-
cidn de ambos elementos en las moléculas de protefna.
Todos los aminodcidos contienen nitrégeno, micntras
que el azufre se encucntra en los aminodcidos cisteina v
metionina. Ambos elementos se hallan presentes, ade-
mads, en ofras importantes biomoléculas. Los animales,
a diferencia de las plantas, no son capaces de usar for-
mas inorgdnicas de nitrdgeno o de azufre, por lo que
necesitan ingerir formas organicas de dichos elementos,
principalmente en forma de proteinas.

El nitrégeno y el azufre inorgdnicos presentes en los
suelos experimentan cambios en sus estados de oxida-
cién como resultado de la actividad metabélica de di-
versos grupos de bacterias, En suelos aireados se en-
cuentran principalmente ¢n sus formas mds oxidadas,
esto es, como nitrato (NO,;™} y como sulfato (SO,).
Las plantas tienen la capacidad de reducir el nitrato v el
sulfato a amonio (NH;"} y a sulfuro (H,S) o tiol (-SH),
respectivamente, ¢ incorporar dichas formas reducidas
a moléculas organicas. Estos procesos se denominan
asimilacion del nitrato y asimilacién del sulfato. Las
algas, cianobacterias (algas verde-azuladas) y muchas
bacterias y hongos también asimilan el nitrato y el sul-
fato. Existen otros grupos de bacterias -anaerobias es-
trictas- que utilizan el nitrato o el sulfato, en lugar del
oxigeno, como aceptores terminales de electrones en la
oxidacion de sustratos organicos, con lo que producen
formas reducidas de nitrégeno o de azufre. En estos ca-
s0s, la reduccidn del nitrato y del sulfato no tiene una
finalidad asimiladora sino respiratoria.

2. ASIMILACION DEL NITROGENO

Los dos procesos bioldgicos por los que el nitrdgeno
inorganico es convertido ¢n nitrégeno orgdnico, son la
fijacién del nitrégeno molecular (N,) ¥ la asimilacion
del nitrato. Aunque el gas dinitrogeno presente en la
atmosfera constituye ¢l mayor reservorio de nitrdégeno
inorgédnico disponible, sdlo cicrtos procariotas —en es-
tado libre o en asociacién con algunas plantas (prirci-
palmente leguminosas)—, son capaces de fijar y asimi-
lar dicha forma de nitrégeno (véase Capitulo 16). La
asimilacidn del nitrato consta de tres ctapas: 1) absor-
cion; 2) reduccion del nitrato a amonio; y 3) incorpora-
cion del amonio a csqueletos carbonados para la sinte-
sis de aminodcidos, proceso que recibe el nombre
especitico de asimilacion del amonio.

2.1. La absorcion del nitrato es un proceso
que requiere energia metabdlica

La absorcién del nitrato por la planta disminuye a bajas
temperaluras, en anaerobiosis y en presencia de inhibi-
dores de la respiracion, lo que demuestra que es un pro-
ceso dependiente de energia metabélica. La absorcion
del nitrato se caracteriza, ademds, porque muestra una
lipica cinética de saluracidn, lo que indica que su trans-
porte a través del plasmalema de las células de la raiz es
facilitado por una permeasa o proteina transportado-
ra (véase Capitulo 7). Dicha permeasa se induce por la
presencia de nitrato.

Muchas especies vegetales muestran dos sistemas de
absorcion de nitrato. El primero de ellos, inducible por
nitrato, tiene una alta afinidad por dicho anién (K, <
100 M) v se satura a concentraciones externas inferio-
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res a 1 mM. El scgundo, gue es especialmente operativo
a concentraciones externas de nitrato superiores a |
mM. no muestra cinética de saturacién. Todo ello su-
giere que el primer sistema ¢std constituido por permea-
sas y el segundo por canales i6nicos.

Las medidas de los cambios que experimenta ¢l po-
tencial de membrana de las células de la ralz durante la
absorcion del nitrato, y su dependencia del pH externo,
han permitido proponer gue el nitrato es transportado al
interior celular mediante un mecanismo de simporte
2H'/NO,” (Fig. 15-1). El gradiente de potencial elec-
troquimico de H' a través del plasmalema, necesario
para sustentar dicho simporte, es mantenido por una
H*-ATPasa que transporta unidireccionalmente H* al
exterior con la energia del ATP proveniente de la respi-
racion de las células de la raiz.

2.2. La reduccidn del nitrato a amonio tiene
lugar mediante dos reacciones
consecutivas

En primer lugar, el nitrato es reducido a nitrito por la
enzima nitrato reductasa (NR). Dicha reaccion consu-
me dos electrones suministrados por una moléeula de
piridin-nueledtido reducido. Seguidamente, ¢l nitrito es
reducido a amonio por la nitrito reductasa (NiR) en
una reaccion que requiere scis electrones donados por
la ferredoxina (Fd) reducida:

( +_-'\3NO; nitreate reductisg [ }]NO; wierie redictasae R)NHI
NADH  NAD® 6 td, 6 Fd,
+H* +H,0 +8 HT  +2 H,0

El poder reductor requerido se genera en las reaccio-
nes luminicas de la fotosintesis o en la glucdlisis v res-
piracion (véase el apartado 2.5).

Medio
externc 2H- NO. 3H- SO

Plasmalema

ATP e “ADP +Pi Citosol

Figura 15-1. Mecanismos de transporte del nitrato y del
sulfato a través del plasmalema. El gradiente electroguimi-
co de protones requerido para el transporte activo de am-
bos iones es mantenido por una ATPasa que, con la energia
del ATP, transporta protones al exterior (adaptado de Mal-
donado, 1993}

2.2.1. Nitrato reductasa

El poder reductor para la reduccion del nitrato en algas
y plantas superiores ¢s suministrado por piridin-nuclet-
tidos reducidos, siendo el NADH la forma mds comuin.
Algunas plantas, coma la cebada, poseen dos 1soformas
de NR: una que ¢s especifica de NADH y otra que pue-
de usar tanto NADH como NADPH comd donador de
electrones. La NR se localiza en el citosol, aunque en
algunas especies se ha descrito que parte de la enzima
también se puede encontrar unida débilmente al plas-
malema o a la membrana externa del cloroplasio,

La NR es un homodimero con una masa molecular
de 200-230 kDa. Cada una de las dos subunidades (100-
115 kDa) contiene FAD, hemo (citocromo bg;) y un
cofactor de molibdeno (MoCo) como grupos prostéti-
cos redox. El MoCo es un complejo entre un dtomo de
molibdeno y una plerina fosforilada, y es similar al gque
se encuentra en otras molibdoenzimas, tales como la
xantina deshidrogenasa vy la aldehido oxidasa, pero dis-
tinto al de la dinitrdgeno reductasa. el cual contiene
hierro ademis de molibdeno (véase Capitulo 16). El
analisis de la secuencia de aminodeidos de la NR y
su comparacion con las sccuencias conocidas de otras
proteinas han permitido identificar en la molécula tres
fragmentos funcionales de 28 kDa, 14 kDa y 75 kDa
que se corresponden con los dominios del FAD, hemo
y MoCo, respectivamente. Los tres dominios estdn uni-
dos entre si por regiones bisagras hidréfilas que son
muy susceptibles al ataque de proteasas. Los electrones
suministrados por ¢l NADH son transportados, a través
de los grupos FAD, hemo y MoCo, hasta el nitrato que,
como resultado, es reducido a nitrite. En la Figura 15-2
se muestra la estructura de la molécula de NR y la trans-
ferencia interna de electrones desde el NADH al nitrato.

La NR ¢s coditicada por un dnico gen. Las dos iso-
formas de NR existentes en la cebada son codificadas
por genes estructurales distintos. La biosintesis del
MoCo y su posterior ensamblaje a la apoenzima estan
conlrolados por entre tres y seis genes (segln la espe-
cie) que son esenciales, por tanto, para la formacién de
NR activa.

NADH NADH

NAD- _
Hemo . MoCo NAD+

NQO; NO;

Figura 15-2. Modeio estructural y funcional de la nitrato
reductasa de plantas. En cada una de las dos subunidades
de la enzima se diferencian tres regiones (correspondientes
a cada dominio de los tres grupos prostéticos) que se ha-
lan unidas entre si por regiones de bisagra sensibles a pro-
teasas. Las flechas indican la direccion del flujo de electro-
nes desde el NADH hasta el nitrato.



2.2.2. Nitrito reductasa

La NiR cataliza la reduccién de nitrito a amonio en una
reaccion de seis clectrones que son saministrados por
ferredoxina reducida. Sc encuentra en hojas y en rafces,
localizdndose exclusivamente en cloroplastos o en plas-
tidios. La NiR de plantas s un mondmero con una
masa molecular de 60-63 kDa. Contiene un centro sul-
foférrico del tipo [4Fe-45] v un sirohemo como grupos
prostéticos redox involucrados en la transterencia de
los electrones de la ferredoxina reducida al nitrito:

Fd, ., — {[4Fc-45] — sirohemo] — aitrito

El sirohemo es una tetrahidroporiirina de hierro del
tipo de ta isobacterioclorina que también se encuentra
en la enzima sulfito reductlasa (véase apartado 3.2).

Aligual que otras muchas proteinas cloropldsticas, la
NiR ¢s codificada por un gen nuclear y sintetizada en el
citosol en forma de una protefna precursora que posce
en su extremo N-terminal un fragmento de unos 30
aminodcidos que constituye el péptido de trinsilo. -
cho péptido actdia como sciial de paso a través de la
envoltura del cloroplasto, escindiéndose posteriormen-
te y liberdndose en el interior la proteina madura (Fig.
15-3).

2.3. La absorcion y reduccion del nitrato
son procesos sometidos a diversos
mecanismos -de regulacion

La absorcidn y posterior reduccion del nitrato por las
plantas estin reguladas por diferentes scfiales ambien-
tales y metabdlicas. principalmente la luz. el nitrato y
diversas formas rcducidas de nitrdégeno y de carbono.

El nitrato promueve la sintesis de novo de su proteina
de transporte a través del plasmalema. Dicho transporte
se halla regulado negativamente per la presencia de
amonio o de otras formas reducidas de nitrogeno, como
la glutamina. Una elevada concentracion interna de ni-
trato también ejerce un control negativo sobre su propia
absorcidn,

El nitrato cs también la principal seiial que controla
la sintesis de NR y de NiR. En efeclo, la adicidén de
nitrato a tas plantas produce en las mismas un notable
incremento de las actividades NR y NiR. Ambas son
dos enzimas inducibles por nitrato. aunque en algunas

especies se observan unos bajos niveles constitutivos.

Tras la adicién de nitrato se produce un rapido aumento
de la cantidad de mRNA dc la NR y de la NiR como
resultado de 1a activacion de la transcripeion de los res-
pectivos genes (Fig. 15-3). Ademis, ¢l nitrato también
gjerce un control positivo postranscripeional incremen-
tandoe la cstabilidad de los mRNA y de las proteinas
enzimdticas sintetizadas de novo.

Aungue el nitrato es el inductor primario de la expre-
sion de la NR y la NiR, la luz inerementa la transcrip-
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Figura 15-3. Mecanismos de regulacién de la sintesis y de
la actividad de |a nitrato reductasa y la nitrito reductasa. Di-
chos mecanismos comprenden la medulacidén positiva o
negativa de la transcripcidén génica por diversos metaboli-
tos y sefales y la_regulacion de la actividad de la nitrato
reductasa en respuesta a cambios luz/oscuridad. FP: factor
plastidico; NiR: nitritc reductasa; NR: nitrato reductasa; Pi:
fosfato inorganico; Pl: proteina inactivadora; Pr y Pfr: for-
mas inactiva y activa, respectivamente, del fitocromo.

cion de ambos genes y ¢l nivel de las protcinas que
codifican, Este efecto estimulador de la luz estd media-
do por el fitocromo (véase Capitulo 23). La luz tam-
hién ¢jerce su efecto regulador a través de productos de
la fijacion fotosintética del CO.. En efecto, la adicion
de distintos azidcares (glucosa, fructosa o sacarosa) a
hajas mantenidas en oscuridad ocasiona un aumento de
la sintesis de mRNA similar al producido por la luz,
especialmente ¢ ¢l caso de la NR. Por otra parte. el
nitrégeno reducido en forma de glutamina o de gluta-
mato reprime Ja sintesis de los mRNA de la NR y la
NiR. Asi pues, la induccion de la transcripcidn de los
genes de ambas enzimas parcce estar regulada por el
balance interno entre azdcares solubles y aminoacidos,
lo que constituye una prucba de que el metabolismo del
nitrogeno y el del carbono estdn regulados entre si.
La expresion de los genes de la NR y la NiR precisa.
ademds, de un «factor plastidico», de naturaleza adn
desconocida, que actiia como sefial primaria para que el
nitrato y la luz puedan activar la transcripcién. Este fac-
tor plastidico es también requerido para la activacion
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por la luz de la transcripcion de genes nuclearcs que,
coma el de la NiR, codifican proteinas del cloroplasto.
En este aspecto, la NR, a pesar de ser una enzima cito-
solica, se comporta como si fuese cloropldstica, posi-
blemente porque desde un punto de vista funcional estd
intimamente conectada al metabolismo fotosintético
del cloroplasto. En los tejidos vegetales existen protea-
sas con una alta especiticidad por la NR. por lo que ¢l
nivel de esta enzima dependeria de sus tasas relativas
de sintesis v degradacion.

Los mecanismos de regulacién descritos afcctan a la
cantidad de NR y NiR en la célula. La NR estd sujeta,
ademds, & un mecanismo de regulacién de su actividad
por activacion/inactivacidn en respuesta a los cambios
luz/oscuridad. Estos cambios riapidos de actividad son
el resultado de una fosforilacidn reversible de la molé-
cula (Fig. 15-3). En oscuridad. 1a NR es fosforilada en
un residuo de serina por una proteina quinasa. A la en-
zima fosforilada se unc entonces una proteina inactiva-
dora. origindndosc una forma de NR de baja actividad
(sensible a inhibicién por Mg™"). En presencia de luz, la
NR es desfosforilada por una proteina fosfatasa, lo que
conduce a la reactivacién de la enzima.

2.4. El amonio generado en distintos
‘procesos metabdlicos se asimila a través
del ciclo GS/GOGAT

En los tejidos vegetales se produce amonio en diversos
procesos metabdlicos entre los que destacan los si-
guientes (Fig. 15-4):

I. Reduccion del nitrato y fijacién del nitrégeno
molecular. Al conjunto de ambos procesos sc le
denomina asimilacién primaria del nitrégeno.

2. Fotorrespiracion. En la conversién de glicina a
serina ep la mitocondria se libera amonio que, en
su mayor parte, es reasimilado en el cloroplasto
(véase Capitulo 12). La cantidad de amonio que
se genera en la fotorrespiracidn cs hasta 10 veces
superior a la producida por reduccidn del nitrato.

3. Catabolismo de proteinas. Durante la germina-
cidn de la semilla y cn la senescencia foliar, las
proteinas son hidrolizadas para sumimslrar ni-
trogeno orgdnico a los drganos en crecimiento.
Gran parte de los aminodcidos resultantes de di-
cha degradacién son convertidos en glutamato
que es desaminado por accidn de la glutamato
deshidrogenasa:

Glutamato + NAD" —
2-Oxoglutarato + NH; +NADH

Aunque la glutamato deshidrogenasa también catali-
za la reaccion opuesta, esto es, la aminacidn reductiva
del 2-oxoglutarato (o a-cetoglutarato) para formar glu-
tamato, la contribucion de csta reaccion a la astmilacion

del amonio en lag plantas es escasa en circunstancias
fisiologicas normales.

El amonio producido en los anteriores procesos me-
tabélicos ¢s asimilado (o reasimilado) por la actuacidn
en tandem de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y
glutamato sintasa (GOGAT: giutamina:2-oxoglutara-
to amido-transferasa) que constituyen el denominado
ciclo GS-GOGAT (Fig. 15-4). En primer lugar, la GS
cataliza la incorporacidn, dependiente de ATP, del
amonio en una molécula de glutamato para formar glu-
tamina. A continuacién, la GOGAT cataliza la transfe-
rencia reductiva del grupoe amido de la glutamina al C-2
del 2-oxoglutarato, produciéndose dos moléculas de
glutamato (Fig. 15-5).

Parte del nitrégeno asimilado como glutamina puede
cmplearse para la sintesis de aminodcidos y proteinas
del propio tejido o bien ser transportado a otros Srganos
como tal glutamina o como asparragina o ureidos (Fig.
15-4). La glutamina y ta asparragina son los principa-
les compuestos transportadores de nitrdgeno en las
plantas, mientras que los ureidos constituven la forma
predominante de transporte del N, fijado y asimilado en
los nédulos de Teguminosas tropicales y subtropicales
{véase Capitulo 16).

La asparragina cs sintetizada a partir de glutamina y
aspartato por la enzima asparraging sintetasa:

Glutamina + Aspartato + ATP — Glutamato +

+ Asparragina + AMP + PPi

2.4.1. Glutamina sintetasa

La glutamina sintetasa (GS) de las plantas es una pro-
teina oclamérica con una masa molecular de 320-360
kDa y con una alta afinidad por el amonio (K = 3-5
(M), Existen varias isoformas de GS con diferente
composicién de subunidades y distinta localizacion
subcelular (citosdlica o plastidica) (Fig. 15-6).

En hojas y en cotiledones verdes, la GS cloropldstica
(GS,) es la mas abundante y participa en la asimilacion
del amonio producido en la reduccidn del nitrato y en la
reasimilacion del amonio liberado en la fotorrespira-
cidn (véase Capitulo 12). En hojas y cotiledones sencs-
centes predominan las isoformas citosolicas (GS)), que
actdan en la sintesis de glutamina para su transporte a
otros érganos de la planta. En la raiz existe, al menos,
una isoforma citosdlica, denominada GS . cuyas propie-
dades son muy parccidas a las de la GS citosdlica de las
hojas. En los nodulos radicales de las leguminosas,
como Phaseolus vulgaris, se encuentran, ademis, otras
dos isoformas citosélicas: GS, | y GS,;. Ambas son las
encargadas de asimilar el amonio preducido ¢n los né-
dulos por la reduccion del nitrégeno molecular cataliza-
da por la nitrogenasa. La glutamina formada en los no-
dulos es entonces transportada al vdstago, o bien es
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Figura 15-4. Procesos metabodlicos que generan amonio en los tejidds vegetales y su asimilacién y transporte. AS: asparra-
gina sintetasa; AT: aminotransferasas; GDH: glutamato deshidrogenasa; GOGAT; glutamato sintasa; GS: glutamina sinteta-
sa {adaptado de Maldonado, 1993).

utilizada para la sintesis de asparragina que es, asimis-
mo, transportada (véase Capitulo 16).

Los diferentes polipéptidos o subunidades que com-
ponen las diversas isoformas de GS, son codificados
por una pequeiia familia de genes nucleares. En la Figu-
ra 15-6 se muestra la familia de genes GS dc Phaseolus
y sus productos de transcripcion. Dicha famihia estd for-
mada por cuatro genes (gin-z, gln-f, gln-; y gin-d) que
codifican tres polipéptidos citosdlicos (%, i, y 7}y un
precursor del polipéptido plastidico (8). Las isoformas
GS, y G5, estdn constituidas por subunidades x y f§ (40
kDa), con una mayor proporcion de csta ultima en la
1soforma GS,. La isoforma GS . estd formada exclusi-
vamente por subunidades f5, mientras que la isoforma
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Figura 15-b. Asimilacion del amonio por el ciclo GS/GO-
GAT. GS: glutamina sintetasa; GOGAT: glutamato sintasa.

GS,, contiene subunidades f v 7 (40 kDa). La isoforma
plastidica (GS,) sélo contiene subunidades § (42 kDa).
El gen nuclear gin-d codifica un polipéptido precursor
(pre-0) de 47 kDa que posee en su extremo amino una
extension de unos 50 aminodcidos. Esta extension cons-
tituye el péptido de transito al cloroplasto.

La regulacidn de la GS se ejerce principalmente so-
bre la transcripcidn diferencial de los distintos genes de
la familia. En efecto, dichos genes se expresan de forma
distinta segdn el tipo de célula, el grado de desarrollo
del tejido y en respuesta a factores nutricionales y am-
bientates. La luz activa en las hojas la transeripeién del
gen gln-6 y. en consecuencia, promueve la sintesis de la
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Figura 15-6. Genes e isoformas de glutamina sintetasa
(GS) en Phaseclus vuigaris. Adaptado de B. G. Forde y J. V.
Cullimore, en: Oxford Surveys of Plant Molecular and Cell
Biofogy. B. J. Miflin {ed.). Oxford University Press, Oxford,
246-296, 1989.
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isoforma cloropldstica. El nitrate v el amonio también
cstimulan la sintesis de dicha isoforma. Durante la se-
nescencia foliar, sin embargo, se activa preferentemen-
te la transcripeidn de los genes gln-x y gln-f en detri-
mento de la transcripeién del gen gln-d, lo que se
traduce en un incremento de {a isolorma GS|, que es la
isoforma de GS involucrada en la formacion de gluta-
mina para ¢l transporte de nitrogeno a los drganos en
desarrollo. Durante el proceso de nodulacidn de las le-
guminosas, se produce la aparicidn en los nédulos de la
isoforma GS,,, como resultado de la estimulacion de la
transcripcion del gen glr-7 on las células infectadas.

2.4.2. Glutamato sintasa

La glutamato sintasa (GOGAT) cataliza la transleren-
cia reductiva del grupo amido de la glutamina al 2-oxo-
glutarato para producir dos moléculas de glutamato
(Fig. 15-5). En plantas superiores cxisten dos formas de
GOGAT, una dependicnte de ferredoxina (Fd-GOGAT)
y otra dependicnte de NADH (NADH-GOGAT) como
donadores de electrones. que son codificadas por genes
distintos. ‘

La Fd-GOGAT es una proteina monomérica. con
una masa molccular de unos 150 kDa, que contiene una
agrupacion sulfoférrica y flavinas (FAD vy FMN) como
grupos prostéticos, Es la forma de GOGA'T mas abun-
dante en los tejidos verdes y sc localiza en los cloro-
plastos. Allf, en colaboracién con la GS cloroplistica,
participa er la asimilacion del amonio producido por la
nitrito reductasa y en la reasimilacion de! amonio fo-
torrespirado. Durante el desarrollo y enverdecimiento
de Tas hojas en la luz, se produce un aumento de la ac-
tividad Fd-GOGAT como consccuencia de la activa-
cion de la transcripeion del gen nuclear que la codifica,

L.a NADH-GOGAT cs también una tlavoproteina
con una agrupacién sulfoférrica y constiida por un
solo polipéptido de unos 2040 kDa. La actividad de la
isotorma NADH-GOGAT en hojas verdes ¢s considera-
blemente menor que la de la Fd-GOGAT. Es. sin em-
bargo. mds abundante en iejidos no fotosiniéticos (rai-
ces, nodulos o tejidos ctiolados). La NADH-GOGAT
de los nddulos de las leguminosas desempeia un im-
portante papel en la asimilacion del nitrogeno fijado,
como s¢ infiere del hecho de que su sintesis se incre-
menta durante el desarrollo del nédulo de torma para-
lela a la sintesis de nitrogenasa, leghemoglobina y GS |
{v€ase Capitulo 16).

2.5. La asimilacion del nitrogeno
es dependiente de la fotosintesis y
del metabolismo del carbono

La asimilacion dei nitrogeno por las plantas, csto es, la
conversion del nitrégeno inorgdnico (nitrate o amonio)
en nitrogeno orgdnico (glutamato, glutamina o asparra-

gina), ¢s un proceso que requiere poder reductor, ATP
y esqueletos carbonados. El poder reductor y el ATP
pueden ser suministrados por las rcacciones luminicas
de la totosintesis o por la glucélisis y respiracion (véanse
Capitulos 10y 14), Asimismo, los esqueletos carbonados
son proporcionados por la oxidacion de carbohidratos
que, en dltimo término, son formados por reduccion fo-
tosintética del carbono. La asimilacion del nitrégeno
£s, por tanto, un proceso intimamente conectado al me-
tabolismo del carbono. En la Figura 15-7 se 1lustran es-
guemiticamente dichas interconexiones.

La reduccion del nitrato a amonio y su posterior asi-
milacién en glutamato requicren 10 clectrones, de los
cuales dos son usados cn el citosol como NADH por la
NR y los ocho restantes son utilizados en el cloroplasto
en forma de ferredoxina reducida (seis por la NiR y dos
por la Fd-GOGAT). En las hojas, el NADH para la re-
duccidn del nitrato a nitrito proviene, en su mayor par-
te, del NADPH generado fotosinténicamente en los clo-
roplastos y que es exportado al citosol mediante las
lanzaderas triosa fosfato-fosfoglicerato y malato-oxala-
cetato. En tejidos no fotosintélicos, como la raiz. el
NADH requerido por la NR es producido por ¢l ciclo de
los dcidos tricarboxilicos en la mitocondria v expor-
tado al citosol mediante la lanzadera malato-oxalaceta-
to. En las hojas, la ferredoxina reducida que precisan la
NiR y la Fd-GOGAT se genera fotoquimicamente en el
cloroplasto, micntras que en la raiz, se forma a partir
del NADPH producido en la via oxidativa de las pento-
sas Tosfato. En los plastidios de las células radicales se
encuentran formas especificas de lerredoxina y de [e-
rredoxina NADP -oxidorreductasa, enzima que reduce
la ferredoxina con NADPH.

La sintesis neta de una molécula de glutamina o de
asparragina requiere la reduccion y asimilacion de dos
moléculas de nitrato y e} aporte de una molécula de 2-
oxoglutaralo o de oxalacelalo. respectivamente, como
esqueletos carbonados. Dichos oxodcidos. o precurso-
res de los mismos, proviencn del ciclo de los dcidos
tricarboxilicos (Fig. 15-7). La acuvidad fosfocnolpiru-
vato carboxilasa contribuye a la formacién de oxalacela-
to para la sintesis de asparragina o para el manienimiento
del acervo de dcidos orgdnices. Dicha contribucidn es
cuantitativamente muy importantc ¢n ¢l proceso de asi-
milacion del amonio en los nédulos de las leguminosas,

La asimilacion del nitrégeno origina, pues, un flujo
de carbono desde carbohidratos hasta aminodcidos. En
ausencia de fotosiniesis, ¢l almiddn o la sacarosa pue-
den sununistrar dicho carbono. En la luz, los azlcares
que se sintetizan en el ciclo reducuvo de las pentosas
fosfato consttuyen la lucnte tluma de esqueletos carbo-
nados para sustentar la sintesis de aminodcidos. Asi pues,
cn los tejidos totosintéticos, ¢l carbono asimilado sc re-
parte entre la formacion de carboldratos y la sintesis de
aminoacidos. El flujo de carbono orginico hacia una u
otra via se modula a través de la regulacion de enzimas
claves de ambas rutas en respuesta, principalmente, a la
luz y a la disponibilidad de carbono y nitrégeno.



241

Asimilacion del nitrégeno vy del azufre

4

~

CITosoL
Triosas-P == Hexosas-P == .=
e \
o Triosas-P == ==
Pir «— PEP rd
/—VL——” Co, NADP- 0, 2H,0
NAD o4 ADP + Pi g
M NADH Fd, . FOTOSISTEMAS
NADPH
Citr = —> ATP
l €O, LUZ
Icitr CO;
) CLORQPLASTO
MIT RIA I —
i \ M OCOND y
04G ( @
N ® Asp
Fd.,  Fds /
Gin Glu >7v< Asn
recl D){
@ Glu @ Gln
Gin Gin RN lﬁ‘il N 7 GIn
ADP  ATP Fd,, ATP ADP al ® .
+ + n u
Pi de‘D @ Pi
NO: ATP AMP + PPi
N T : J
NO,
NAD*
NADH @
NO
NO;

Figura 19-7.

de los acidos tricarboxilicos; Citr: citrato; CRPP: ciclo reductivo de las pentosas fosfato; Fd_ vy Fd,

Conexiones entre el metabolismo del nitrogeno v el del carbono. Asn: asparragina; Asp: aspartato; CAT: ciclo

: formas oxidada y reduci-

da, respectivamente, de la ferredoxina; Glu: glutamato; GIn: glutamina; leitr: isocitrato; O&A: oxaelacetato; 0G: Z2-oxoglutara-
to; PEP: fosfoenolpiruvato; Pi: fosfato inorganico; Pir: piruvato; PPi: pirofosfato. Enzimas: 1) nitrato reductasa; 2) nitrito
reductasa; 3) glutamina sintetasa; 4) glutamato sintasa; 5) aspartato aminotransferasa; 6) asparragina sintetasa; 7} isocitrato

deshidrogenasa; 8) fosfoenolpiruvato carboxilasa.

2.6. El nitrogeno absorbido y asimilado
es transportado a distintos érganos
de la planta

Como resultado de la actividad metabdlica de las bac-
terias nitrificantes. la mayor parte del nindgeno inorgé-
nico del suelo se encuentra en forma de nitrato. El nitra-
to absorbido port la raiz pucde ser reducido y asimilado
en la propia raiz o ser transportado a la parte aérea de la
planta. en donde es asimilado (Fig, 15-8). Cuando en el
suelo existe amonio, éste puede ser también absorbido;
no obstante, al ser bastante tdxico, la mayoria de las
plantas evita su acumulacidon incorporindolo ripida-
mente cn aminogcidos. Parte del nitrégeno asimilado en

la raiz es exportada a la parte aérea, principalmente en
forma de glutamina y asparragina.

Del total del nitrato absorbido del suclo por la planta.
{as proporciones que se asimilan en la raiz 0 en las hojas
dependen tante de factores exlernos como de factores
intrinsccos de la propia planta. Asi, si existe una baja
concentracion de nitrato en ¢l suele, una clevada pro-
porcion del total absorbido es reducida en la raiz, mien-
tras que, si hay suficicnte nitrato disponible, la mayor
parte es transportada al vistago, en donde puede acu-
mularse tanto cn ci tallo como cn las hojas. Las vacuo-
las constituyen el principal sitio de almacenamiento de
nitrato. La acumulacién de nitralo es especialmente fre-
cucnte en representantes de las familias Cruciferae,
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Figura 15-8. Esquema de la ruta del nitrégeno en la plan-
ta, que comprende los procesos de absorcion, asimilacion
y transporte, y su acumulacidn final en la semilla.

Compositae, Gramineae, Solanaceae, y sobre todo, en
las llamadas plantas nitrofilas como Chenopodium al-
bum, Anthriscus sylvestris o Urtica dioica, Asimismo,
muchas haléfitas pueden acumular nitrato. ¢n lugar de
cloruro, como ion osmaoticamenle activo.

El reparto de la asimilacion de nitrato entre la raiz y
las hojas es también una caracteristica de la especie ve-
getal. Las especies de los géneros Xanthium, Gossy-
piwm y Cucumis poseen una baja actividad nitrato re-
duclasa en la raiz y, como consecuencia, practicamente
todo el nitrato tomado por la planta es transportado a las
hojas para su asimilacion. Por el contrario. olras espe-
cies, entre las que se encuentran representantes de los
géneros Lupinus, Rhaphanus vy Pisum, asi come diver-
sas especies lefiosas, principalmente gimnospermas y
de las familias Evicaceae y Proteaceae, asimilan en la
raiz la mayor parte del nitrato absorbido.

Otro factor que modifica la distribucién interna de la
asimilacién del nitrato es la edad de la planta. En las
primeras etapas de crecimiento, la contribucidn de la

raiz es significativa; sin embargo, a medida que la plan-
ta se desarrolla, 1a reduccion de nitrato desciende en la
raiz y aumenta en las hojas,

Cuando la planta entra cn su fase reproductora, sur-
gen nucvos requerimientos de nitrégeno. En efecto, los
frutos y las semillas en desarrollo demandan gran can-
tidad de nitrégeno orgédnico. En cereales, la mayor can-
tidad (70-80 % del total) del nitrégeno orgdnico para el
llenado del grano proviene de la degradacion de protei-
nas de los drganos vegetativos, principalmente de la
hoja bandera (Fig. 15-8). El resta lo constituye el nitro-
geno asimilado de novo en la fase postantesis. La movi-
lizacion de nitréogeno organico desde las hojas scnes-
centes hacia las semillas constituye, pues, un proceso
muy importante en la economia del nitrégeno de las
plantas (véase Capitulo 28),

3. ASIMILACION DEL AZUFRE

La asimilacién del azulre constituye una importantc via
metabdlica, a través de la cual las plantas sintetizan una
amplia variedad de compuestos organicos azufrados de
vital importancia para el crecimiento. Aunque la mayor
parte del azufre orgdnico vegetal se encuentra forman-
do parte de los aminodcidos cisteina y metionina en las
moléculas de proteina, también se halla presente en
otras importantes biomoléculas como el glutatién y di-
versas coenzimas y vitaminas. El sulfato (SOf[) Cons-
tituye la principal fuente de azufre inorganico en los
suelos para las planias. Dicho sulfato (S:+6) es absorbi-
do por la raiz y transportado en su mayor parte por el
xilema hasta las hojas, en donde ¢s reducido y asimila-
do como grupo tiol (-8H) (8: -2) de moléculas orgdni-
cas. No todo el sulfate es reducido, ya que parte del
mismo ¢s incorporada como tal sulfato a sulfolipidos v
a diferentes metabolitos secundarios.

3.1. La absorcion del sulfato se asemeja
a la del nitrato

El sulfato es transportado activamente al interior de la
célula mediante un mecanismo de simporte con proto-
nes (3H /803 ). Al igual que sucede con el nitrato, el
gradiente electroquimico de H' requenido para dicho
simporte es mantenido por una H*-ATPasa del plasma-
lema que transporta unidireccionalmente H* hacia ¢l
exterior (Fig. 15-1).

La velocidad de absorcidn de sulfato por las raices
generalmente muestra una cinética bifésica que refleja
la actuacién, a bajas concentraciones externas de sulfa-
to, de un transportador de alta afinidad (K, = 10-20
#M) vy, a clevadas concentraciones, de un sistema de
libre difusidn,



3.2. La reduccion del sulfato conduce
directamente a la sintesis de cisteina

En la Figura 15-9 se muestra la asimilacion del sulfato
por las plantas. La primera elapa consiste en la activa-
cion del sulfato por ATP cn una reaccién catalizada por
la enzima ATP sulfurilasa, que forma adenosina 5°-fos-
fosulfato (APS), cs decir, una molécula de 5°-AMP uni-
da al sulfato. El sulfonucleétido APS es un «sullato acti-
vo», ya que contieng un enlace anhidrido fosfato-sulfato
rico en energfa que capacita a la molécula para iniciar las
ullcriores reacciones de reduccion del azufre.

A partir de APS sc han descrito dos posibles vias de
reduccion del sulfato hasta tiol: la via de intermedia-
rios libres, en la que los estados intermedios de reduc-
cién del azufre —sulfito (SO3 ™) y sulfuro (H,S)— apa-
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recen en estado libre, y la via de intermediarios uni-
dos, denominada asi porque el azufre, durante su reduc-
cion, permanece umdo a una molécula portadora.

[.a via de intermediarios libres opera, sobre todo,
en procariotas (bacterias y cianobacterias) y en hongos.
La reduccidn del sulfato por esta via requiere la fostori-
lacion previa del APS mediante la enzima APS quina-
sa, en la que se forma 3’ -fosfoadenosina 5’ -fostfosulfato
(PAPS). El grupo sulfato del PAPS es, enlonces, sus-
ceplible de ser reducido a sulfuro en dos rcacciones
consecutivas de dos y seis electrones catalizadas, res-
pectivamente, por las enzimas PAPS sulfotransferasa
(= PAPS reductasa) y sulfito reductasa. Finalmente, el
sulfuro, en una reaccion catalizada por la cisteina sinta-
sa. sc afiade 4 una molécula de O-acetilserina que. simul-
tdncamente, se escinde para producir cisteina y acetato.

(+6)SC
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z
8 P#i
g 0
5 I
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o
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Figura 15-8. Asimilacion del sulfato por las plantas. Las reacciones de la izquierda (flechas con trazo grueso) constituyen la
via preferente de asimilacion del sulfato, en la que éste es transferidc a un portador al gque permanece unido durante su
reduccion. Las reacciones de la derecha constituyen la via de intermediarios libres que opera en bacterias y que, en ciertas
situaciones, puede también funcionar en plantas. Los nimeros entre paréntesis indican el estado de oxidacion del azufre en

los diferentes compuestos intermediarios. APS: adenosina 5 -fosfosulfato; Fd__ vy Fd

: formas oxidada y reducida, respec-

tivamente, de la ferredoxina; G-SH y G-8-58-G: formas reducida y oxidada, respectlvamente del glutation; PAP: 3'-fosfoade-
nosina 5 -fosfato; PAPS: 3'-fosfoadenosina 5" fosfosulfato; PPi: pirofosfato; Td: tiorredoxina. Enzimas: 1) ATP sulfurilasa; 2)
APS sulfotransferasa; 3} tiosulfonato reductasa; 4} cisteina sintasa; B) glutation reductasa; 6) APS quinasa; 7) PAPS sulfo-

transferasa; 8) sulfito reductasa; 9} tiorredoxina reductasa.
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Aunque las plantas, asi como las algas, poseen las
mencionadas actividades enzimdticas, la reduccidn del
sulfato en estos organismos transcurre mayoritariamen-
te a través de la via de intermediarios unidos. La fun-
cion principal del PAPS en las planias es actuar como
molécula donadora de sulfato para la sintesis de sulfoli-
pidos y ésteres de sultato, mientras que la sulfito reduc-
tasa (enzima muy parccida a la nitrito reductasa) opera.
sobre todo, como mecanismo de destoxificacion de azu-
fre —mediante cmision de H,5— en plantas expues-
tas a altas concentraciones de didxido de azufre (SO,)
en la atmdsfera. En la via de intermediarios unidos, la
APS sulfotransferasa (= APS reductasa) cataliza la
transferencia reductiva del sulfato del APS al grupo tiol
del glutation para formar un tiosulfonate o tiosultato
orgdnico (8: +5). El glutation actiia como molécula por-
tadora del azufre durante su reduccién. El tiosulfonato
unide al glutatidn es despucs reducido a tiosulfuro (S:
— 1) por una tiosulfonato reductasa (= tiosulfato or-
zdnico reductasa) dependiente de ferredoxina. Final-
mente, la cisteina sintasa da lugar a la sintesis de cis-
teina mediante la (ransferencia del tiosulfuro a O-
acctilscrina. En dicha reaccion participa una scgunda
molécula de glutation gue resulta oxidada (G-S-5-G).
Las dos moléculas de glutatién reducido gue intervie-
nen en la reduccion del sulfato se restablecen por reduc-
cién del glutation oxidado con NADPH mediante la
glutation reductasa. La asimilacion del sulfato a cistei-
na consume, pues, ocho electrones: seis son suministra-
dos por tferredoxina reducida y dos, cn ltimo término,
por NADPH. Dicho poder reductor asi como el ATP
necesario para la activacion del sulfato se producen en
el cloroplasto, sitio en ¢l que licne lugar la asimilacidn
del azufre,

A partir de cisteina, las plantas sintetizan metionina
(Fig. 15-10), glutatién (apartado 3.3) y otros compues-
tos azufrados. Como resultado de fa accidn secuencial
de fas enzimas cistationina sintasa v cistationasa. sc
produce una «transulfuracidn», esto es, la transferencia
del grupo tiol de la cisteina a hemoserina con la con-
siguiente formacidn de homocisteina, La posterior adi-
cién de un grupo metilo a la homocisteina por la metio-
nina sintasa produce, (inalmente, metionina.

3.3. El glutation es un compuesto azufrado
con multiples funciones en la planta

El glutatién cs ¢l tripéptido glutamato-cisteina-glicina
(Fig. 15-11) y constituye el principal compuesto de al-
maccnamienlo y transporte de azufre orgdnico en las
plantas. Se sintetiza en las hojas, especialmente en los
cloroplastos, y una gran parte es exportada a la raiz y a
organos en crecimiento. En estos drganos importadores,
el glutation es degradado en sus tres componentes ami-
noacidicos y la cisteina resultante se emplca en fa sinte-
sis de proteinas y de compuestos azufrados.

El glutation puede encontrarse en forma reducida

(GSH) o en forma oxidada como un dimero (GSSG) en
¢l que dos moléculas estdn unidas por un pucnte disul-
furo. El glutation reducido, en funcidn de su grupo sulf-
hidrilo (tiol), protege de la oxidacion a los grupos tidlhi-
cos de los centros cataliticos de muchas enzimas y evita
asi su inactivacion. Asimismo. junto con ¢l ascorbato,
desempefia un importante papel en la destoxificacion
de especies activas de oxigeno que se forman en el clo-
roplasto en determinadas situaciones de estrés (véase
Capiwlo 30). El glutatién también desempefia una im-
portante funcién de defensa frente a diversos herbicidas
(triazinas y cloroacetamidas), debido a su capacidad de
formar conjugados con los mismos a través de su dtomo
de azufre.

Las fitoquelatinas son moléculas sintetizadas por las
plantas a partir del glutatién o de su precursor -gluta-
milcisteina. Su estructura general es (-glutamil-cistei-
nil), -glicina. donde 7 = 3-7. Las fitoquelatinas tienen la
capacidad de secuestrar metales pesados. con le que
impiden su acumulacion interna y consiguiente toxici-
dad. Su sintesis se estimula por la presencia en el medio
de dichos metales {véase Capitulo 30),

3.4. La asimilacion del sulfato esta regulada
por la disponibilidad de azufre

La absorcion activa de sulfato se halla regulada nega-
tivamente por la concentracion interna de azufre, ya
que sc estimula cuando se priva a la planta de sulfato y
se reduce, cuando se le suministra sulfato o formas re-
ducidas de azulre como cisteina o glutation. La induc-
cién de la absorcion por privacion de sulfato es el re-
sullado de un aumento de la transcripcion del gen gue
codifica la proteina transportadora del sulfato.

La asimilacion del azufre también estd controlada
por regulacion enzimdtica. La ATP sulfurilasa y la APS
sulfotranslcrasa, al igual que la absorcién de sulfato, se
inducen por privacion de sulfato y se reprimen por ex-
ceso de sultato, o por suministro de formas reducidas de
azufre. La sintesis final de cisteina también se halla re-
trorregulada negativamente por el nivel interno de cis-
teina. En efecto, la cisteina inactiva la enzima serina
acetiltranslerasa, que cataliza, segin la siguiente reac-
citn, la formacién de la O-acetitserina requerida para [a
sintesis de cistefna (Fig. 15-9):

Scrina + AcetilCoA —— O-Acetilsering + CoA

De¢ mancra. que si el nivel de cisteina es bajo, la se-
rina acetiltransferasa permanece activa, se forma O-
acetilserina y se sintetiza cisteina. Cuando la concentra-
cion interna de cistefna aumenta en cxccso, se inactiva
la serina acctiltransferasa, desciende la produccién de
O-acetilserina y, como consecuencia, se ve disminuida
la sintesis de cisteina.

De lo anterior se deduce gue, en su conjunto. la asi-
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Figura 16-10. Sintesis de metionina por las plantas. CH,-FH,: metilén-tetrahidrofolato. Enzimas: 1) cistationina sintasa; 2)

cistationasa; 3} metionina sintasa.

milacion del sulfato por las plantas se estimula cn con-
diciones de alta demanda de azufre y sc enlentece cuan-
do desaparcce dicha demanda, o se suministra azufre
organico.

Es interesante, ademds, destacar el hecho de que las
rutas de asimilacién del nitrégeno vy del azufre sc re-
gulan mutuamente. En efecto, el nitrato y formas redu-

A
Glutamato Cisteina
@ KATP
M ADP + Pi
y-glutamilcisteina
Glicina@/ ATP
M ADP + Pi
r-glutamilcisteinilglicina
{GLUTATION)
B
y—Glu—Cys—Gly y—Glu—LCys—Gly
| 2 [H] |
SH A 3
[
SH S
| N !
v—Glu—LCys—Gly 2 [H] y—Glu—Cys—Gly

2 GSH GS5G

Figura 15-11. A. Biosintesis del glutatiéon. Enzimas: 1} ;-
glutamilcisteina sintetasa; 2) glutation sintetasa. B. Formas
reducida {GSH) v oxidada (GSSG) del glutation.

cidas de nitrdgeno actdan como metabolitos regulado-
res de enzimas de la ruta de asimilacidn del azufre y, a
la inversa, ¢l sulfato y formas reducidas de azufre regu-
lan ciertas enzimas de la asimilacién del nitrégeno.
Puesto que ambas rutas convergen en la sintesis de pro-
teinas, su reciproca regulacién permite coordinar las
velocidades de asimilacion de nitrdgeno y de azufre
para la produccién de las cantidades adecuadas de ami-
nodcidos y aminodcidos azufrados.

RESUMEN

El nitrégeno y el azutre sc cocuentran en los suelos
principalmente en forma de nitrato (NO3 ) y de sulfato
(SOi ). respectivamente. Las plantas tienen la capaci-
dad de reducir y asimilar dichas formas inorgdnicas
oxidadas convirtiéndolas en las correspondientes for-
mas orgdnicas reducidas: grupos amino o amido (-NH,)
y grupos tidlicos (-SH) de aminodcidos y otras molécu-
las nitrogenadas y azufradas.

El nitrato es reducido a amonio por la accién secuen-
cial de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa.
A continuacion, el amonio, mediante la actuacion con-
certada de las enzimas glutamina sintetasa y glutamato
sintasa {ciclo GS/GOGAT), es incorporado a esqueletos
carbonados para la formacién de aminodcidos y de
compuestos transportadores de nitrogeno (glutamina y
asparragina). El ciclo GS/GOGAT también participa en
la reasimilacién del amonio que se genera en la foto-
rrespiracion vy en el catabolismo de las proteinas de re-
serva durante la germinacion y la senescencia. La asi-
milacion del nitrégeno es un proceso dependiente de la
tolosintesis y del metabolismo del carbono para el apor-
te de poder reductor, ATP y esqueletos carbonados. Por
ello, no sdlo el nitrato, sino también la luz y los aziica-
res, actian como sefiales que modulan positivamente ta
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sintesis y la actividad de diversas enzimas de la asimila-
cidn del nitrégeno.

El sulfato es reducido y asimilado, sobre todo, en las
hojas. Durante su reduccidn, el sulfato permanece uni-
do a una molécula portadora hasta que, finalmente, es
transferido —como tiol— a una molécula de O-acetil-
serina para formar cisteina. A partir de ¢sta, la planta
sintetiza metionina y glutation. El glutatién constituye
la forma bajo la coal el azufre asimilado en las hojas es
transportado a la rafz y a otros drganos de la planta.
Dicha molécula desempeiia otras importantes funciones
en la plania, come son la reduccion de puentes disulfuro
de centros activos de enzimas y la destoxificacién de
especies activas de ox{geno. Las fitoquelatinas son mo-
léculas estructuralmente derivadas del glutation que de-
sempefian un importante papel de destoxificacion de
metales pesados.
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PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. ;Qué se entiende por asimilacién del nitrato v del sul-
fato por las plantas?

2. ;Es la reduccion del nitrato la principal fuente de amo-
nio en los tejidos vegetales?

3. ;Cudl es el origen del poder reductor necesario para la
reduccion del nitrato en las hojas? ;Y en las raices?

4. ;Qué factores o sefiales promueven la aparicién de ni-
trato reductasa activa en la célula?

5. ;Qué papel desempefian las enzimas glutamina sintetasa,
glutamato sintasa, asparragina sintetasa y glutamato des-
hidrogenasa en la asimilacidn del amonio?

6. ;De donde provienen los esqueletos carbonados necesa-
rios para la sintesis de glutamina y asparragina?

7. Nitrato, nitrito, amonio, aminodcidos. proteinas. ;Bajo

qué forma de las antes mencionadas se exporta el ni-
trégene de la raiz a las partes aéreas de la planta?

8. ;Qué similitudes existen entre la absorcidn del nitrato y
la del sulfato por las plantas?

9. ;Cudles son el producto inicial y el producto final de Ia
asimilacion del sulfato por la via de los intermediarios
unidos y qué enzimas iniervienen?

10, ;Qué es el glutatidn y qué funciones desempefia cn la
planta?
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CAPITULO

16

FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Pedro M. Aparicio-Tejo, César Arrese-lgor y Manuel Becana

1. Fijacién biologica de nitrégeno. 2. Organismos fijadores de nitrégeno. 3. Fijacion de nitrogeno por la simbiosis

rizobio-leguminosa. 4. Fijacion de nitrogeno y agricultura.

1. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

El nitrégeno (N) es uno de los clementos mas abundan-
tes en la naturaleza. encontrindose distribuido en tres
principales reservorios: el atmostérico, donde represen-
ta alrededor del 78 %, cl suelo v el N contenido en la
biomasa. Las complejas relaciones de intercambio entre
estos tres reservorios se conoce como ciclo del N (Fig.
16-1). El N existente en la litosfera, a pesar de represen-
tar cuanlitativamente el mavor depdsito de' dicho ele-
mento, tiene una participacion muy baja en ¢l ciclo del
N de la biosfera, y la mayor parte del N necesario para
el crecimiento de tas plantas proviene en iltimo térmi-
no de la atmdosfera. El nitrdgeno gas o dinitrégeno (N;)
¢s relativamente inerte, pero puede reaccionar con otros
compucstos y convertirse en productos asimilables por
las plantas y por otros organismos. La cantidad de N,
fijado en la naturaleza es de unas 230 x 10° Tm por
afio. De estla cantidad. aproximadamente un 13 % es fi-
jado por oxidacion, provoecada por las descargas eléctri-
cas de las tormentas, del N, a dcidoe nitrico en presencia
de O, y vapor dec agua, y ¢l 87 % restante ¢s fijado por
microorganismos. Este dltimo proceso se denomina fi-
jacion biolégica de N,.

El N es un elemento muy importante para las plantas
ya que tan s6lo el C, el H y el O son mas abundantes
quc ¢l como constituyentes de los tejidos vegetales
(véase Capitulo 6). EI N forma partc de numerosas bio-
moléculas de las plantas, como proteinas, dcidos nu-
cleicos, porfirinas y alcaloides. EI N puede ser obtenido
por las plantas por absorcién del suelo en forma de ni-
trato y amonio (véase Capitulo 15), o bien por reduc-
cion del N, atmosférico estableciendo asociaciones
simbidticas con diversas bacterias. La principal via de
produccién de fertilizantes nitrogenados es la reaccion

de Haber-Bosch, mediante la cual el N, es reducido a
amonio por el H, a temperaturas y presiones muy ele-
vadas (aproximadamente 500 “C y 350 atm). La utiliza-
cién de fertilizantes conlleva un coste econdémico consi-
derable, al ser su produccion dependiente de la energia
derivada de los combustibles fosiles, y constituye un
riesgo polencial de contaminacion y eutrofizacion de
las aguas dulces por lixiviacion del nitrato de los suelos.
La fijacion biolégica del N, represcnta, pues, una alter-
nativa econdmica y ecologicamente limpia frente a la
fijacién quimica. Ademas, la fijacidn biolégica desem-
peiia un papel muy importante en la cconomia del N en
la prictica agricola, ya que la cantidad de N disponible
en fa mayoria de los suclos cultivados es baja y en la
actualidad no puede ser suplementada a escala mundial
por la produccidn de fertilizantes.

2. ORGANISMOS FIJADORES
DE NITROGENO

La fijacion bioldgica de N, es catalizada por el comple-
jo enzimitico nitrogenasa, que se cncuentra exclusiva-
mente en procariotas. La capacidad de un organismo
para fijar N, puede determinarse expcrimentalmente
por incorporacion de '°N,, si bien la presencia en un
organismo de los genes que codifican las proteinas ne-
cesarias para la sintesis de la mitrogenasa (genes nif) se
considera también un indicador de su capacidad fijado-
ra. El espectro de organismos diazotrofos o fijadores
de N, es muy amplio, hasta el puntoc de que éstos puc-
den encontrarse en casi cualquier hibitat, Sin pretender
ser exhaustivo, el Cuadro 16-1 resume algunos de los
ETUpOs mMis representalivos.
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Figura 16-1. Ciclo del N, donde se ilustran los principales
procesos y relaciones entre los reservorios de N: atmosfé-
rico, edafico y bioldgico (las cifras indicadas corresponden
a millones de Tm de NJ.

2.1. Los diazotrofos en vida libre ocupan
nichos ecoldgicos muy diversos

La nitrogenasa ¢s muy sensible al O,, Entre las bacle-
rias diazotrofas existen, sin embargo, anaerobios estric-
tos (Desulfovibrio, Clostridium), anaerobios Tacultati-
vos que fijan N, sélo en condiciones anacrdbicas
{Klebsiella, Citrobacter) o microaerdbicas (Azospiri-
Hum, Xanthobacter), y aerobios estrictos (Azotobacter,
Beijerinckia). Los anaerobios facultativos como Kleb-
siella o Azospirillum carecen de sistemas para proteger
la nitrogenasa frente al O, y sélo tijan N, en ausencia, o
casi ausencia, de O,. En cambio, Azotobacter es una de
las bacterias mds aerotolerantes que se conocen. La
adaptacidn de Azotobacter a concentraciones crecientes
de O, se produce a dos niveles: cambio en el contenido
de algunos citocromos que determina un incremento de
la actividad respiratoria («proteccién respiratoria») y
formacidn de un complejo inactivo, pero cstable al O,
entre las proteinas de la nitrogenasa y una tercera terro-
“sulfoproteina («proteccién conformacional»). La fija-
cion de N, que llevan a cabo eslos organismos es de
gran importancia ecoldgica, pero su contribucion global
a la fijacion biolégica es inferior al 25 %.

2.2. Las cianobacterias diazotrofas han
desarrollado diversas estrategias para
proteger su nitrogenasa del oxigeno
fotosintético

Entre las cianobacterias, las hay que fijan N, en condi-
ciones aerébicas y microacrdbicas. Las células vegeta-
tivas de las cianobacterias llevan a cabo fotosintesis
oxigénica de forma similar a las plantas. Las tijadoras
aerébicas contienen, ademas, heterocistos, células es-
pecializadas en las que se encuentra la nitrogenasa. Los
heterocistos poseen una pared celular engrosada que
contienc abundantes pohsacaridos y glicolipidos y que
restringe la difusion de O,. Poseen ademas hidrogena-
sa, pero carccen de fotosistema 11, caracteristicas ambas
quc tienden también a mantener minima la concentra-
cidn intracelular de O,. La diferenciacién de heterocis-
tos supone una reorganizacion del genoma, que permite
que el gen nifD sea funcional, mientras que en células
vegetativas el gen se cncuentra dividido por una inter-
posicion de 11 kb, Los heterocistos reciben disacdridos
de las células vegetativas y exportan a cambio el N,
fijado en forma de glutamina.

Las cianobacterias diazotrofas carentes de heterocis-
tos fijan N, sélo en condiciones microaerdbicas (Plec-
tonema, Phormidium) o pueden hacerlo en aerobiosis
pero separando temporalmente fijacion de N, y fotosin-
tesis (Gloeothece, Oscillatoria). Asi, durante el dia, tie-
ne lugar la fotdlisis del agua v la formacidon de ATP, y
la nitrogenasa permangce inactiva; durante la noche, la
respiracion manticne el nivel de O, bajo y la nitrogena-
sa se encuentra activa y utiliza la energia acumulada
durante el periodo luminoso previo.

La combinacién de fijacién bioldgica de N, y foto-
sintesis en las clianobacterias debid de ser crucial para el
desarrollo de la vida tal como existe en la Tierra, comao
parece atestiguarlo el hecho de que los heterocistos se
encuentran ya presentes en los primeros fasiles de orga-
nismos vivos que se conocen. En la actualidad, la fija-
cion de N, por cianobacterias representa mds de un ter-
cio del total de la fijacion bioldgica.

2.3. Las actinorrizas sonh angiospermas no
leguminosas que establecen simbiosis
filadoras con Frankia

Frankia es un actinomiceto capaz de formar asociacio-
nes simbidticas con plantas de ocho familias de angios-
permas no leguminosas. Estas plantas presentan unas
tumoraciones o nodulos en las raices tras la infeccion
con Frankia y se denominan. por ello, plantas actinorri-
cicas o actinorrizas. Las actinornizas son generalmente
arbustos o drboles pioneros en suelos pobres en N o en
climas adversos y, por tanto, tienen importancia desde
un punto de vista ecoldgico y forestal. Por ejemplo, Al-
nus rubra (aliso) y Casuaring son utilizadas por su ma-
dera. Ademas, éstas v otras actinorrizas pueden plantar-
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Grupos representativos de organismos fijadores de N, y algunas de sus caracteristicas

L. Fijadores de vida libre

Argueobacterias Methanosarcina
Methanococcus
Anaerobios Clostridium
Anaerobios facultativos Klebsiella
Microaerobios Azospirillum
Aerobios Azotobacter
Beijerinckia
Bacterias fotosintéticas Rhodospirilium
Chromatium
Cianobacterias sin hetero- Oscillatoria
cistos (rloeothece .
Cianobacterias con hetero- Nostoc
cistos Anabaena

Constituyen un reino diferenciado de las eubacterias
Presentan algunas caracteristicas peculiares como poseer in-
trones

Suelos, aguas dulces y marinas, sedimentos, tracto intestinal...
Flora intestinal, suelos, aguas
Suelos, generalmente asociado a rafces de plantas

Suelos, aguas v superficies vegetales. Generalmente mds efi-
cientes a bajas concentraciones de O,

Acudticas. Fijan N, en anacrobiosis utilizando la energia de la
fotosintesis

Fijan N, en microaerobhiosis o en aerobiosis con separacién
temporal de la fijacién y de la fotosintesis

Capaces de fijar N, en condiciones aerdbicas y anaerdbicas

H. Fijadores en simbiosis

Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhi-
zobium, Allorhizobium
Aczorhizobium

Con leguminosas

Con no leguminosas Frunkia

Otras simbiosis Nostoc

Anabaena

L.eguminosas de origen templado. Leguminosas de origen tro-
pical vy subtropical

Seshania

Alnus, Casuaring, Myrica, Compronia, Coriaria

Hongos (formando liguenes), briofitos (Blasiay, gimnosper-
mas (Macrozamia) y angiospermas (Gunnera)
Pteridétitos (Azolla)

se dispersas entre drboles de cultivo, o alternativamente
con ellos, para mejorar su produccion cn suclos defi-
cientes en N, Las actinorrizas se han utilizado también
como c¢species colonizadoras dec suclos mincros o de
dunas costeras en las que su tolerancia a condiciones
extremas es importante.

El proceso de infeccidn de la raiz y de desarrollo no-
dular en actinorrizas es muy poco conocido comparado
con el de leguminosas y nos limitaremos a dar sélo al-
gunas indicaciones. En Alnus, la infeccidn de los pelos
radicales, como en leguminosas, estd precedida por la
modificacidn dc las raices. En este caso, en lugar de
curvamiento se produce una ramificacion. Tras la entra-
da de Frankia, la planta produce abundante material de
la pared secundaria; este material es colonizado por las
hifas de Frunkia, las cuales progresan hacia la base, in-
ter e intracelularmente. En Eleagnus, la infeccidn por
las hifas se produce entre las células epidérmicas; las
hifas progresan por los espacios intercelulares y la plan-
ta secreta abundante material a su alrededor.

Contrariamente & lo que ocurre en leguminosas, el
end6fito (Frankia) estd confinado en ¢l cortex nodular.
En la mayoria de las actinorrizas (las pertenecientes a
las Casuarinaceae son una cxcepeién) se desarrollan
vesiculas en los extremos de las hifas. Estas vesiculas

son, en cierta medida, equivalentes desde un punto de
vista funcional a los heterocistos de cianobacterias ya
que contienen la nitrogenasa y poseen paredes multila-
melares con lipides que limitan ¢l paso de O,. Por otra
parte, las paredes de las células vegetales que las alber-
gan también sufren cambios que tienden a impermeabi-
lizarlas, mediante deposicidn de sustancias tipo lignina
y suberina.

3. FIJACION DE NITROGENO POR
LA SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA

3.1. Lasleguminosas establecen las simbiosis
diazotrofas mas evolucionadas

Las simbiosis fijadoras de N, mds conocidas e impor-
tantes desde una perspectiva econdmica son las que se
establecen entre las raices de leguminosas y bacterias
de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizo-
bium, Sinorhizobivm v Azorhizobium (colectivamente
denominados rizebios; Cuadro 16-2). Excepcional-
mente, estas bacterias también forman nédulos en sim-
btosis con {a ulmdcea Parasponia. Pasaremos ahora al
estudio mas detallado, aungue necesariamente limitado,
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Cuadro 16-2. Clasificacion de las bacterias capaces de formar nédulos en leguminosas

Género Especie Biovariedad Nombres antiguos Huésped
Rhizobium leguminosarum phaseoli R. phaseoli Judia
trifolii R. rrifolii Trébol
wickae R. leguminosarum Haba, guisante, lenteja
palegae — Galega
tropici R. phaseoli (tipo 1D Judia, Leucaenca
etli R. phaseoli (tipo D) Judia, Leucaena
Sinorhizobium meliloti R. meliloti Alfalfa
fredii R. fredii Soja
huakuii R. sp. (Astragalus) Astragalus
saheli — Acacia, Seshania
terangd — Acacia, Seshania
Mesorhizobium loti R. sp. (Lotus) Lotus
ciceri R. ciceri Garbanzo
mediterranewn — Garbanzo
huakuii - — Astragalus
Azorhizobium caulinodans A. seshaniaea Sesbania
Bradyrhizobium japonicum R. japonicum Soja
sp. (Lupinus) R. lupini Lupino
sp. (cowped) — «Cowpea», cacahuete,
acacia
sp. (BTAID Photorhizobium Aeschvnomene

de esta simbiosis: desde la iniciacion de la misma por
colonizacion de la superficie radical ¢ infeccidn de las
rafces por las bacterias hasta la senescencia del nodulo,
natural o inducida por estrés.

Se ha examinado la capacidad para nodular de 3395
especies, lo que supone cerca de un 57 % de los géneros
de leguminosas. El porcentaje de especics susceptibles
de ser noduladas varia mucho en las diversas subfami-
lias de leguminosas: 25 % en Caesalpinioidae, 90 % en
Mimosoideae y 97 % en Papilionoideae. Estas propor-
ciones pueden cxperimentar variaciones cuando se am-
plie el nimero de especies estudiadas respeclo a su ca-
pacidad para nodular.

Los rizobiog tienen morfologia normalmente bacilar
y no son formadores de esporas. Son maviles por la pre-
sencia de un flagelo polar o subpolar. © de dos a seis
flagelos peritricos. Las colonias tienen un aspecto mu-
cilaginoso debido a la presencia de polisacaridos extra-
celulares; a veces, los cultivos envejecidos tienden a
formar asociaciones estrelladas o rosetas. Son aerobios,
gramnegalivos y pueden utilizar una gran variedad de
azucares como fuente de C. Desde una perspectiva ta-
xondmica, los rizobios se encuentran actualmente clasi-
ficados en diferentes géneros atendiendo a criterios mo-
leculares. Los problemas taxondmicos derivan de que
la antigua clasificacion atendia a caracteristicas tenoti-
picas, como la especificidad de la planta huésped, la
morfologia de las colonias, el crecimiento en medios
selectivos y las propiedades metabdlicas; mientras que
los estudios actuales, basados en criterios molecularcs,
atn distan de ser completos.

El género Rhizobium forma nédulos en leguminosas

originarias de climas templados (Cuadro 16-2) y crece
rapidamente en medios de cultivo, con acidificacidn de
los mismos. Su especificidad de huésped es bastante es-
tricta y los genes relacionados con su [ijacion se en-
cuentran localizados en pldsmidos, generalmente de
gran tamafio y con mayor lendencia a asociarse que en
Bradvyrhizobium, formando racimos (clusters). Es un
género taxondmicamente relacionade con Agrobacte-
Fium.

Bradyrhizobiwm forma nddulos en simbiosis con
plantas de origen tropical y subtropical (Cuadro 16-2).
Son bacterias de crecimicnto generalmente lenio, pro-
ducen alcalinizacion del medio y poseen una mayor re-
sistencia intrinseca a los antibidticos. Su especilicidad
por la planta huésped cs menos estricta. Los genes rela-
cionados con la simbiosis estin localizados en el cro-
mosoma. Se cncuentra muy alejado taxondmicamente
del resto de los rizobios.

El Cuadro 16-2 recoge también otros géneros de ni-
zobio segln la taxonomia actualizada. Asi, Mesorhizo-
hium es un género recientemente descrito, que presenta
una velocidad de crecimiento intermedia entre Rhizo-
bium vy Bradvrhizobiwm, v un grado de similitud con
otros rizobios del 93 %. Sinorhizobium fue descrito ori-
ginalmente como un género integrado por bacterias for-
madoras de nddulos en soja, pero con caracteristicas fe-
notipicas de los rizobios de crecimiento rdpido. Tras
esta descripeién de S. fredii, una parte importante de los
rizobios que nodulan alfalfa y otras cspecies de Medi-
cago han sido reclasificados en este género, que posee
una similitud con Rhizobium del 95-96 % en la secuen-
cia del rfRNA 168, Finalmente, Azorhizobium es un gé-




nero excepcional por cuanto es capaz de formar nédu-
los en los tallos de la especie Sesbania rostrata y fija
N, en vida libre, pero sélo con concentraciones de O,
inferiores al 3 %.

Los rizobios viven como saprofites en el suelo, don-
de compiten con bacterias quimioheterdtrofas. Su den-
sidad media de poblacién en tierras de barbecho se sitda
entre 107 y 10° células por gramo de suelo. Su supervi-
vencia parece asociada a la condicion de poder utilizar
compuestos organicos presentes ¢n muy baja concen-
tracion. La multiplicacion de los rizobios en la rizosfera
s un procese que antecede al de la propia tnfeccion. En
general, la rizosfera cs colonizada por una amplia gama
de microorganismos. S5in embargo, en algunos casos, la
composicion quimica de los exudados de la raiz puede
condicionar cierta selectividad de las bacterias. Este ¢s ¢l
caso de la secrecién de homoscrina por las-raices de
guisante, ya que este aminodcido es una excelente fuen-
te de C y N para los rizobios.

Algunos flavonoides {véase Capitulo 17) a concen- *

tracion nanomelar, provocan quimiotaxis activa en los
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Figura 16-2. Estructuras de algunos tipos de flavonoides
implicados en respuestas guimiotacticas, en la activacion
de genes nod o en el aumento de la tasa de crecimiento de
Ios rizobios.

Fijacion bioldgica de nitrégenc 251

rizobios hacia la superficie radical (Fig. 16-2). Estos
mismos flavonoides, a concentracién micromolar, acti-
van los genes responsables de la nodulacion (genes
nod) de la bacteria. Los genes nodA, nodB y rodC son
también denominados genes nod comunes, ya que se
encuentran presentes en tados los rizobios. Los produc-
Los de los genes nodA, nodB y nodC son requeridos para
la sintesis de un quitin-oligosacdrido. Esta estructura es
acilada por los productos de los genes nod FEG y modi-
ficada por genes especificos de cada una de las especies
bactlerianas. de manera que las distintas moléculas sefial
presentan ligeras diferencias entre cllas (Fig. 16-3).
Asi, en Sinorhizobitm melilot, la cstructura es conver-

‘tida a una forma sulfatada por los productos de los ge-

nes de la nodulacion especificos nodH, nodP y nodQ.
La adicidon de estas moléculas, en ausencia de las bacte-
rias, a conceniraciones tan bajas como 0.1 nM induce la
divisién activa de las células meristernaticas del cortex
interno (en nddulos de crecimiento indeterminado) o
externo (en los de crecimiento determinado). Reciente-
mente, s¢ ha descrito que estos lipo-quitin-oligosacari-
dos también ucnen efectos morfogénicos en sistemas
hetcrologos, comao plantas de tabaco y embriones de pe-
ces,

En la adhesidn de las bacterias a 1a raiz aparecen im-
plicados dos tipos de moléculas: lectinas (glicoprotei-
nas sin actividad enzimdtica producidas por la planta) y
polisacdridos de la pared celular de la bacteria. Una vez
que los rizobios sc han unido a los pelos radicales, se
induce un cambio en la direccion de su crecimiento api-
cal. Este fendmeno requiere la presencia de bacterias, si
bien no parcce existir especificidad en la respuesta. Du-
rante los ltimos afos se han descrito varios tipos de
procesos de infeccion. Uno de ellos es la entrada a tra-
vés de heridas, de manera gue los microorganismos
consiguen introducirse en el tejido radical a través del
punto de emergencia de la raiz lateral, como en Arachis
v Stvlosanthes. Esta modalidad parece scr relativamen-
e comin en la tamilia Aeschynomeneae. Otro mecanis-
mo de infeccion es el que se produce a través del tejido
cpidérmico intacto, bastanle contin en las especies ar-
bdreas.

Con todo, la forma de entrada de los rizobios en la
raiz mds estudiada hasta la [ccha es la asociada a los
pelos radicales. En este caso, las bacterias penetran a
través de la pared celular del pelo radical mediante la
secrecion de celulasas, quedando envueltas en una es-
tructura tubular, conocida como cordén de infeccion,
que progresa hacia la base del pelo radical. Este cordén
de infeccidn contiene una matriz de origen bacteriano y
glicoproteina de origen vegetal.

Cuando ¢l cordén de infeccion alcanza el tejido ve-
getal con actividad meristematica, comienza la dife-
renciacion nodular propiamente dicha. El desarrollo
nodular sigue dos patrones bdsicos dependiendo de la
planta huésped (Cuadro 16-3). En las especies que po-
seen nodulos de crecimiento indeterminado, el cor-
don de infeccidn alcanza las células cercanas al cilindro
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Especie R1 R2 R3 R4 R5 R6 n
R. teguminosarum bv. trifolii  Acetil Acetil H H C18:1, C18:4 H 2.3
R. leguminosarum by, viciae H, acetil Acetil H H c18:1, C18:4 H 2,3
R. tropici Sulfatil, H Acetil H Metil C18:% manosil 3
R. ethi 4-0-acetil-L-fucosil Acetil Carbamil Metil c18:1 H
5. meliloti Sulfatil Acetil H H C16:3, C16:2 H 2,3
S. fredii 2-O-metilfucesil, fucosil  Acetil H H c18:1 H 1,23
M. loti H Acetil Carbamil Metil c18:1 H
A. caulinodans Arabinosil, H, fucosil Carbamil H Metil C18:1, C18:0 H 23
B. japonicum 2-0-metilfucosil Acetil H H C18:1, C16:0 H 3

Figura 16-3. Estructura de los lipo-quitin-oligosacaridos producidos por diferentes especies de rizobios.

vascular; el proceso de infeccién continda a lo largo de
la existencia del nédulo. En cspecies con nédulos de
crecimiento determinado tun sélo algunas células son
infectadas por los cordones de infeccidn; 1anto las célu-
las como las bacterias (o mcjor dicho, bacteroides) se
dividen activamente hasta conformar el ndodulo funcio-
nal. Las ¢é€lulas que no resultan infectadas se denomi-
nan células intersticiales o parcnquiméticas.

En algunas simbiosis primitivas los cordones de in-
feccion no llegan a tormarse o, si 1o hacen, las bacterias
siempre quedan incluidas en ellos. En los nédulos de
las leguminosas tipicas. entre las que sc incluyen las de
importancia agrondmica, la liberacién de los bacteroi-
des de los cordones de infeccion es un reguisilo esen-
cial para la fijacion de N,. La liberacion de las bacterias
del cordén de infeccidn al citoplasma de las células de
la planta huésped se produce a través de un proceso si-
milar a la endocitosis, de manera que los microorganis-
mos quedan englobados en una vesicula denominada

Cuadro 16-3.

simbiosoma (Fig. 16-4). La membrana del simbiosoma
contiene material de tres origenes: corddn de inleccion,
reticule endopldsmico v sintesis de nove de membrana
por ¢l aparato de Golgi. Por otra parte, lus bacterias s¢
diferencian en bacteroides y sufren profundas alteracio-
nes mortoldgicas. Los bacteroides expresan actividad
nitrogenasa y determinados citocromas que no estaban
presentes en las bacterias de vida libre. En los bacteroi-
des de nddulos de crecimiento determinado ¢s muy fre-
cuente observar abundantes granulos de poli-fi-hidroxi-
butirate (Fig. 16-4), que parece actuar como reservorio
de C.

La formacidn de los primeros nddulos inhibe la for-
macion de los néddulos subsiguientes cn un proceso -
pico de retroalimentacion reguladora. Las respueslas
autorreguladoras son sistémicas y requieren la presencia
de la parte aérea. La escision de los primeros nodulos
posibilita la formacion de otros nuevos. En general, la
posibilidad dc iniciacion nodular se halla restringida a

Caracteristicas de los nadulos con crecimiento determinado e indeterminado

Parametro

Determinado

Indeterminado

Planta huésped

Origen geogrifico

Forma del nédulo

Area principal de intercambio gaseoso

Divisiones celulares iniciales

Tipo de sistema vascular

Células vasculares de transferencia
Células infectadas

Destino de las primeras moléculas
de N, fijadas

Producto exportado

Soja, judia, cowpea

Tropical y subtropical

Esférica

Lenticelas, formadas de un cambium
cortical

Cortex externo

«Cerrados»

Ausentes

Practicamente no vacuotadas

Crecimiento nodular

Ureidos

Alfalfa, guisante, trébol

Templado

Cilindrica. a menudo ramificada

Espacios intercelulares en la mayor
parte de la superficie

Cdrtex interno

«Abierto»

Presentes

Generalmente vacuoladas

Exportacion a la planta (via xilema)

Amidas




Bacteroides

Célula infectada

Céiuia no infectada

Figura 16-4. Microfotografia de un nédulo de soja mos-
trando una célula infectada, repleta de bacteroides, y una
célula no infectada o intersticial, que contiene amiloplas-
tos. Los bacteroides se encuentran formando grupos den-
tro de los simbiosomas y contienen abundantes granulos
de poli-fi-hidroxibutirato (flecha). Abreviaturas: a, granos
de almidén dentro de un amiloplasto; e, espacio peribacte-
roidal; m, membrana del simbiosoma; n, nucleo; p, pared
celular.

la regién donde se forman pelos radicales. El proceso
de autorregulacion depende de la cspecie de legumi-
nosa.

3.2. La nitrogenasa cataliza la reduccian
de dinitrégeno a amonio

La fijacton biologica de N, es catalizada por ¢l comple-
jo enzimatico nitregenasa. La reaccion es altamente
endergdnica (=960 kI/mol de N, fijado) y su estequio-
metria cs:

N, + 16 ATP + IOH" + 8e
H, + 16 ADP + 16 Pi

— 2 NH; +

En condiciones fisioldgicas, los electrones son utiliza-
dos para reducir N, a amonio y, en menor cuantia, H" a
H, (Fig. 16-5). Sin cmbargo, la enzima puede utilizar
otros sustratos como cianuro, azida, ciclopropeno, dxi-
do nitroso y acetileno. El «test de reduccidn de acetile-
no» se utiliza habitualmente como prucba de la enzima
debido a su sencillez y sensibilidad.

La nitrogenasa consta de dos terrosulfoproteinas. La
Fe-proteina (dinitrogenasa reductasa, componente IT) es
un dimero con estructura %, y masa molecular de ~62
kDa, y contiene un centro [4Fe - 457]. La FeMo-protei-
na (dinitrogenasa, componente [) es un tetrdmero, con
estructura «,f3, y masa molecular de =220 kDa, y con-
tiene & 30 dtomos de Fe, un nimero casi equivalente de
atomos de S 4cido-labiles y dos dtomos de Mo. De los
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7 30} dtomos de Fe, 16 se encuentran formande cuatro
centros [4Fe - 457, llamados centros «P»: otros dos dto-
mos de Fe se encucntran formando un centro «S»; vy los
restantes dtomos de Fe forman parte de dos centros que
contienen ademis Mo, La estequiometria aproximada
de cada uno de estos centros cs [Fe,MoS8,]. Los dos
centros constituyen el llamado cofactor FeMo o FeMo-
co. La Fe-proteina ¥ la FeMo-proteina son extremada-
mente sensibles al O, y se inactivan de forma irreversi-
ble cuando se exponen al aire.

La reaccién catalizada por la nitrogenasa requiere un
donador de electrones, ATP, Mg?* vy una concentra-
cion extremadamente baja de O, (Fig. 16-5). La activi-
dad nitrogenasa puede medirse fn vitro utilizando un
sistema gencrador de ATP, Mg?™ v ditionito sédico
como reductor. En cambio, el reductor in vive de la ni-
trogenasa es una proteina de polencial redox muy nega-
tivo, tipo flavodoxina (en fijadores de vida libre como
Klebsiella) o ferrcdoxina (en bacteroides de B. japoni-
CHIm). :

El mecanismo de reaccidn de la nitrogenasa ha sido
estudiado principalmente en los microorganismos fija-
dores de vida libre. Sin embargo, cl modelo propuesto
parece ser generalizable a la nitrogenasa de bacteroides
con modificaciones minimas (Fig. 16-5). Durante la
reaccion de la nitrogenasa, el ATP debe encontrarse
como complejo ATP Mg ya que el ATP libre es un inhi-
bidor. La Fe-proteina enlaza el ATP - Mg y reduce espe-
cificamente la FeMo-proteina, mientras que la FeMo-
proteina cnlaza y reducc cl sustrato. La Fe-proteina re-
ducida es «activada» por el enlace de dos moléculas de
ATP-Mg. La activacion de la Fe-proteina consiste en
un cambio conformacional que hace su potencial redox
mds negativo en, al menos, 100 mV. Esta Fe-proteina
pasa a tener el potencial redox necesario para reducir la
FeMo-proteina. Durante cada ciclo de transferencia de
un electrén, la Fe-proteina se asocia y disocia de la
FeMo-proteina, y dos moléculas de ATP-Mg son hi-
drolizadas.

La nitrogenasa estd regulada in vivo a muy diversos
niveles: transcripcidn, traduccion, disponibilidad de
sustrato, moditicacidn covalente y moduladores alosté-
ricos. En Kiebsiefla pneumoniae, un {ijador de vida li-
bre de genética muy estudiada, la sintesis de nitrogena-
sa requiere unos 17 genes agrupados en unos ocho
operones. Algunos de estos genes se han identificado
también en (Bradyirhizobium. Los genes nifH, nifD y
nifK codifican las proteinas estructurales de la nitroge-
nasa; esto es, la dnica subunidad x (31 kDa) de la Fe-
proteina y las subunidades « (56 kDa) y £ (60 kDa) de
la FeMo-proteina, respectivamente. Los genes nifA y
nifl tienen funcidn reguladora, afectando a otros genes
nif. Los genes nifA v nifl., que forman un operdn, estdn
controlados por diversos genes llamado ntr. En condi-
ciones anaerdbicas y limitantes de N combinado, los
productos de los genes ntrA y ntrC activan la transcrip-
cion del operén nifLA. Entonces, los productos de los
genes nfrA y rifA activan la transcripeién de otros ope-
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Metabolismo
respiratorio

[ Mg aTP] | Mg - ADP|

NAD(P) H + H*

Sustrato
3 N, + 8H*
I
!
-------
i Productos
! 2ZNH, + H,

Complejo nitrogenasa _]

Figura 16-5. Esquema de la reaccicn catalizada por la nitrogenasa. El principal donador de electrones es la ferredoxina (Fd),
una proteina de potencial redox muy negativo, que recibe los electrones a su vez, de la cadena respiratoria.

rones nif. Por ¢l contrario, en presencia de O, vy alta
concentracion de N combinado, los productos de ntrB y
rifl. reprimen la expresion de la nitrogenasa.

3.3. Los acidos dicarboxilicos proporcionan
energia y esqueletos carbonados para la
fijacion de nitrégeno

La energia necesaria para la fijacion de N, provicne
originariamente de la fotosintesis, El compuesto carbo-
nado mds importante transportado desde la parte aérea a
los nédulos, via floema, es la sacarosa (Fig. 16-6). En
las células nodulares, la sacarosa se hidroliza a monosa-
cdridos por la actividad de los enzimas invertasa alcali-
na (que produce glucosa y fruclosa) y sacarosa sintasa
{que cataliza la reaccién reversible sacarosa + UDP <
fructosa + UDP-glucosa). A pesar de que hasta muy
poco tiempo se pensaba que la actividad invertasa alca-
lina era preponderante, los datos actuales indican que la
mayor parte de la sacarosa es hidrolizada por la sacaro-
sa sintasa, al igual que sucede en otros tejidos (véase
Capitulo 11). Los monosacaridos son hidrolizados a tra-
vés de la ruta glucolitica (véase Capitulo 14), hasta la
obtencion de fosfoenolpiruvato. La fosfoenolpiruvato
carboxilasa, una enzima citosdlica muy abundante en
los nédulos (1-2 % de la proteina soluble total) cataliza
la incorporacién de hasta un 10 % del CO, respiratorio
(realmente HCO; , ya que el CO, debe estar disuelto) al
fosfoenolpiruvato para producir oxalacetato. El oxala-
cetato, bastante inestable, es reducido rapidamente a
malato por la malato deshidrogenasa. El malato puede
ser utilizado como fuente de C y energia para los bacte-
roides, entrar en la mitocondria y ser oxidado por el
ciclo de Krebs (véase Capitulo 14) o contribuir a la asi-
milacion del amonio en ef ciclo glutamina sinteiasa/ghu-
tamato sintasa (Fig. 16-6) (véase Capitulo 15). También
se originan pequenas cantidades de productos de fer-

mentacion como etanol, lactato y acetaldehido. El que
uno o varios de los compuestos de carbono citados sean
utilizables por los bacteroides como fuente de energia y
C, depende de la velocidad de incorporacion de éstos en
los bacteroides, lo que es determinado a su vez por la
velocidad de transporte a través de la membrana sim-
biosomal. Dicha membrana es altamente permeable a
succinato y malato, pero poco permeable a #-cetogluta-
rato, glutamato, piruvato y arabinosa. Ello se debe a que
existe un sistema transportador de dicarboxilatos en di-
cha membrana con alta afinidad por el malato (K, = 2
mM) y el succinato (K, = 15 mM). Una vez incorpora-
dos, los acidos dicarboxilicos son oxidados durante 1a
intensa respiracion del bacteroide lo que proporciona
ATP y poder reductor a la nitrogenasa.

3.4. La asimilacién de amonio tiene lugar en
la fraccion vegetal de los nddulos

El primer producto estable de la fijacién de N, es ¢l
amonio. Dado que los bacteroides expresan muy poca
actividad asimiladora de amonio, éste es excretado en
un 93 % por los bacteroides al citoplasma de las células
nedulares, donde es incorporado en compuestos carbo-
nados. Dicha incorporacidn debe ser rapida para evitar
la acumulacion de amonio hasta un grado que pueda
inhibir la sintesis de la nitrogenasa y causar dafio celu-
lar. La principal via metabdlica de asimilacion de amo-
nio estd constituida por dos enzimas de las células no-
dulares que actdan coordinadamente (Fig. 16-6). La
glutamina sintetasa cataliza la incorporacién de amo-
nio al glutamato con consumoe de ATP, y la NADH-
glutamato sintasa transfiere el grupo amida de la glu-
tamina al a-cetoglutarato con formacién de dos molé-
culas de glutamato. Ademas de glutamato, la glutamina
puede donar su grupo amida al aspartato para formar
asparragina. La reaccion es catalizada por la asparragi-
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Figura 16-6. Esquema general del metabolismo del C vy
del N en células infectadas de nédulos exportadores de
amidas {nédulos de crecimiento indeterminado), Abrevia-
turas: AAT, aspartato aminotransferasa; AS, asparragina
sintetasa; CAT, ciclo de los acidos tricarboxilicos; CTE, ca-
dena de transporte de electrones; £G, enzimas glucoliticas
(fructogquinasa, UDP-glucosa pirofosforilasa, hexoquinasa,
fosfohexosa isomerasa, fosfoglucomutasa, fosfofructoqui-
nasa, fosfofructofosfotransferasa, aldolasa, triosafosfatoi-
somerasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, glice-
rato-3-fosfato quinasa; gliceratofosfato mutasa, enolasa);
GS/GOGAT, ciclo de la glutamina sintetasa‘glutamato sin-
tasa; Lh, leghemoglobina; MDH, malato deshidrogenasa;
M,asa, nitrogenasa; PEPC, fosfoenoipiruvate carboxilasa.

na sintetasa v requicre hidrolisis de ATP a AMP y PP,
La otra via de asimilacién de amonio la constituye la
NADH-glutamato deshidrogenasa. que cataliza la in-
corporacién de un grupo amino al x-cetoglutarato para
producir glutamato,

El amonio asimilado puéde ser exportado desde los
nddulos a la parie aérea de la planta por el xilema en
forma de amidas o ureidos (Fig. 16-7). Las leguminosas
de origen templado (alfalfa, guisante, wébol, lupino)
exportan el N en forma de amidas. como la glutamina,
la asparragina y la 4-metilenglufaimina. Las legumino-
sas de origen tropical y subtropical (soja, judia. caupi)
exportan ¢l N en forma de ureidos, como la alantoina,
el 4cido alantoico y la citrulina. Una excepcidn es ¢l
cacahucte, una leguminosa tropical que exporta 4-meti-
lenglutamina.

La sintesis de ureidos se realiza a partir de las amidas
glutamina y asparragina (Fig. 16-7) e implica la sintesis
de novo de purinas y su posterior oxidacidn para formar
los ureidos. En la sintesis de ureidos intervienen enzi-
mas de las células infectadas y de las células intersticia-
les. La utilizacidn de ureidos para el transporte de N
conlleva un ahorro de C, ya que la alantoina y el 4cido
alantoico poseen un cociente C:N de 4:4 frente a un 5;2
de la glutamina o un 4:2 de la asparragina. Sin embar-
g0, los ureidos son considerablemente menos solubles
que las amidas, lo quc podria explicar por qué son ma-
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yoritariamente cxportados en las leguminosas tropica-
les, que presentan nédulos de erecimiento determina-
do. Se ha sugerido que el sistema vascular cerrado y sin
ramiticaciones de los nédulos determinados puede tole-
rar un mayor flujo de agua suficienle para «arrastrar»
durante la transpiracidon de la planta los vreidos produ-
cidos en fos nodulos. En cambio, los nddulos de creci-
miento indeterminado. propios de las leguminosas de
origen templado, presentan abundantes ramificaciones
y, por tanto. una mayor resistencia al [lujo de agua, lo
que probablemente 1impida mantener los ureidos en for-
ma soluble.

3.5. Ademas de fijar nitrégeno, la nitrogenasa
produce hidrégeno que puede ser
reciclado parcial o totalmente en
los nédulos

La produccién de H, por la nitrogenasa supone una li-
mitacién importante de la fijacion de N, por cuanto sé-
lo una parte del flujo de los electrones que atraviesa la
nitrogenasa es utilizada para la reduccion de H™ en vez
de para la reduccidn de N,. Schubert v Evans, en 1976,
definieron el término de eficiencia relativa (ER) como
la proporcidn del flujo total de electrones que atraviesa
la nitrogenasa, y que no es «perdido» en la produccién
de H,:

electrones para la reduceion de HY

ER =1 — —
electrones para la reduccion de H™ y N,

Un valor de ER = 1 indica que no se hibera H, en el
sistema simbidtico en estudio. Mientras que la mayoria
de las simbiosis presenta valores de ER = 0.3-0.6, unas
pocas dan valores cercanos a |. Sc ha demostrado que
estas dltimas expresan una hidrogenasa (de captacion)
que oxida el H, y que es, por tanto, capaz de reciclar
parcial o totalmente el H, producido por la nitrogenasa.
La hidrogenasa de bacteroides tiene una masa molecu-
lar de 100 kDa vy consta de dos subunidades de =63 y
~ 33 kDa. Contiene Ni y Fe en proporcidon aproximada
de 1:10, y el Fe s¢ encuentra formando un centro
[Fe - 5]. El enzima exhibe una K_ para el H, de =1
mM y su vida media en el aire es de =70 min.

Si la produccién de H, disminuye la eficiencia de la
fijacion de N,, cabe esperar que las simbiosis que no
produzcan H, sean mds eficientes. ;Puede manifestarse
esta mayor eficiencia en una mayor produccién vege-
tal? Se han llevado a cabo estudios comparativos de la
biomasa y del contenido total de N de plantas de soja
inoculadas con cepas de B. japoricum cuyos genotipos
diferfan tnicamente por la capacidad de expresar o no
hidrogenasa (genotipos Hup™ o Hup ). Las plantas
inoculadas con cepas Hup © mostraron incrementos sig-
nificativos (=10 %) de biomasa y N total.
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Figura 16-7. Estructura quimica de las amidas y ureidos transportados via xilema desde los nddulos a la parte aérea de la
planta. La 4-metilenglutamina es una amida transportada mayoritariamente por las plantas de cacahuete, mientras que la
citrulina, considerada generalmente como un ureido, es transportada por algunas no leguminosas, como el aliso.

Se han sugerido tres mecanismos por los que el reci-
claje de H, por la hidrogenasa puede aumentar la efi-
ciencia de la fijacion de N,. Primero, la utilizacién de
H, puede estar acoplada a la sintesis de ATP. Esto ha
sido demostrado con preparaciones de bacteroides de K.
leguminosarum y B. japonicum. Segundo, puesto que la
oxidacién de H, por la hidrogenasa estd acoplada al
consumo de O,, la presencia de esle enzima podria dis-
minuir la concentracidn interna de O, en tos nodulos y
proteger asi la nitrogenasa frente a la inactivacién por
O,. Tercero, el H, es un inhibidor especifico y competi-
tivo de la reduccion de N,. La hidrogenasa podria ser-
vir para reducir la concentracién de H, ¢n los nddulos
y aliviar o climinar la inhibicién de la nitrogenasa por
el H,.

3.6. La concentracion de oxigeno gue
se alcanza en los bacteroides debe ser
estrictamente controlada en los nodulos

Los bacteroides requieren O, para sintetizar el ATP ne-
cesario para los procesos biosintéticos y para fijar N,.
Sin embargo, el O, inhibe la sintesis de la nitrogenasa ¢
inactiva irreversiblemente la Fe-proteina (vida media
en aire &45 s a unos pocos min) y MoFe-proteina {vida
media en aire =4.5-60 min). Los nddulos deben poseer,
pues, mecanismos que mantengan el O, a una concentra-
cién suficientemente baja, pero constante en las células
infectadas, para permitir simultineamente lasas elevadas
de respiracion y fijacion de N, en los bacteroides.

En los nédulos de leguminosas, el suministro de O, a
la zona central o infectada estd controlado por una re-
sistencia variable a la difusion de O, localizada en ¢l
cortex interno (Fig. 16-8A). La existencia de dicha re-

sistencia se ha puesto de manifiesto de forma indirecta
y directa. Las prucbas indirectas son la observacion de
un descenso de la actividad nitrogenasa en presencia de
acetileno (un sustrato alternativo de la nitrogenasa, véa-
se apartado 3.2). Otra prueba indirecta de la existencia
de la barrera de O, consiste en la observacion de que un
aumento gradual cn el porcentaje de O, en la almésiera
externa a los nddulos desde ¢l 21 hasta el 100% no
causa dafto a la nitrogenasa y no afecta a la respiracion
nodular, lo que solamente puede cxplicarse por un
aumento en la resistencia a la difusion de O,. La prueba
directa proviene de la utilizacién de microelectrodos
especificos para medir la concentracién de O, en las
diferentes zonas de los nddulos que indica una caida de
dicha concentracion en el cortex interno (Fig. 16-8A).
Cuando se incrementa la concentracién de O, externa,
hay un aumento transitorio en la concentracién de O,
en la zona infectada de los nddulos, para recuperarse
después el valor inicial. Estos resultados se han inter-
pretado admitiendo la existencia de una resistencia a la
difusién en el cortex interno de los nddulos, capaz de
ajustarse en respuesta a fluctuaciones en la conecentra-
cion externa de O,, o ante diferentes situaciones de es-
trés a las que puedan estar somcltidas las plantas,

El mecanismo celular v molecular por el que opera
dicha resistencia esld todavia por determinar, asf como
el flujo y el gradiente de O, que tienen lugar en la reali-
dad dentro del nédulo. Sin embargo, estudios con mo-
delos matemdticos del flujo de O, a través del nodulo
sugieren que la variacion de la resistencia a la difusion
de O, puede obedecer a cambios en la cantidad de agua
contenida en los espacios intercelulares, ya que la sotu-
bilidad del O, en agua es baja, y esto delerminaria la
velocidad de paso del O, hacia la zona infectada. Las
variaciones en el contenido de agua de los espacios in-
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Figura 16-8. Control de la concentracion de O, disuelto en el interior de los nddulos. A, Resistencia a la difusién de O,
localizada en 1a zona de la endodermis y el cortex interno (también denominado parénquima nodular) de un nédulo de
guisante. Su existencia queda puesta de manifiesto por la abrupta caida de la concentracion de O,, que se midié con un
microelectrodo selectivo colocado a distancias de penetracion conocidas {adaptado de Witty, J. F, et al. Oxford Surveys of
Plant Mol Cell Biol, 3:275-314, 1986). B, Estructura terciaria de la leghemoglobina de lupino, donde se sefiala el grupo hemo
y los extremos amine y carboxi terminales {adaptado de Aparicio-Tejo et al., 1993).

iercclulares pueden deberse a4 cambios en la conforma-
cidn de glicoproteinas que alteren su grado de avidez
por el agua, 0 a cambios en el contenido de sacarosa
que, a su vez, determinen osmdticamenle la entrada o
salida de agua de las células adyacentes. También se ha
sugerido la existencia de células osmocontréictiles que
actuarian de forma similar a los pulvinulos (véase Capi-
ulo 24).

Una vez que el O, difunde hasta la zona central de
los nédulos, la leghemoglobina (Lb) transporta el O,
desde la membrana plasmatica de las células infectadas
a la membrana del simbiosoma. El O, libre difunde en-
tonces a través del espacio peribacteroide, que carece
de Lb, para alcanzar 1as oxidasas erminales de alta afi-
nidad de los bacteroides. La difusidn f{acilitada de O,
por la Lb y las altas tasas respiratorias de los bacteroi-
des aseguran que la concentracion de O, en el entorno
de la nitrogenasa se mantenga alrededor de 20-100 nM.

La Lb es una proteina monomérica de %16 kDa
{unos 150 aminodicidos), con un grupo prostético tipo
protohemo 1X que sc enlaza de forma reversible con el
0, {Fig. 16-8B). Experimentos recientes indican gue
tanto la globina como ¢l hemo son sintetizados por la
planta, contrariamente a la hipdtesis admitida hasta
ahora de que el hemo es sintetizado exclusivamente por
los bacteroides. Dentro de las células infectadas, la Lb
se encuentra exclusivamente en ¢l citosol, y no ¢n el
espacio peribacteroidal.

En condiciones fisioldgicas, Ia Lb se encuentra en los

nédulos con el Fe de su grupo hemo en estado reducido
{forma ferrosa). En nédulos de soja, aproximadamente
un 20 % de la Lb reducida se encucntra oxigenado (uni-
do al ;). Este porcentaje varia con la especie de legu-
minosy, la edad del noédulo o el estrés aplicado a la
planta. La Lb presenta una gran afinidad por el O, (K,
= 48-60 nM). Con esta constante de afinidad, y sabien-
do el porcentaje de oxigenacién de la Lb in vivo, se
puede calcular que la concentracion de O,, unido a la
Lb es 50 000 veces mayor que la concentracion de O,
libre en el citosol de las células infectadas. Es decir,
practicamente todo el O, que alcanza los bacteroides es
transportado por la Lb, mientras que una cantidad casi
insignificanie, llega como O, libre, por simple difusidn.

La gran mayoria de los estudios sobre la bioquimica
de la respiracidn cn rizobios de vida libre y simbidtica
se ha llevado a cabo wtilizando B. japonicum. Los bac-
teroides de B. japoricum contignen varias oxidasas ter-
minales con diferente afinidad por el O,, lo que deter-
mina que la concentracion de O, regule el flujo de
electrones de la cadena respiratoria. Se considera que la
funcidn de estas oxidasas en la fijacidn de N, es permi-
tir tanto la sintesis de ATP para bajas concentraciones
de O, (respiracién «eficiente») como la eliminacién de
0O, desacoplada a la sintesis de ATP para altas concen-
traciones de O, (respiracién «ineficiente»).

En vida libre, B. juponicum expresa los citocromos
ad,, y, 0 como oxidasas terminales, mientras que 108
bacteroides contienen otros citocromos que también
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reaccionan con ¢l CO y que son, por tanto, posibles oxi-
dasas. La respiracién eficiente de los bacteroides tiene
lugar a bajas concentraciones de O,, con una K, de 7
nM e implica al citocromo chb,, producto del gen fix-
NOPQ. )

La Lb es una nodulina. Este término fue propuesto
por Van Kammen en 1984 para referirse a aquellas pro-
teinas especificas del nddulo que sintetiza 1a planta en
respucsta a la infeccidn, durante el desarrollo nodular, o
cuando se inicia la fijacion de N,. No obstante, actual-
mente el término s¢ emplea para designar a las protei-
nas cuya expresion aparece incrementada drasticamen-
te en los nédulos, aunque puedan detectarse pequenas
cantidades de ellas en otros tejidos. Se distinguen dos
tipos de nodulinas, segin el estado de desarrollo del né-
dulo en el que comienza la expresion de los genes de las
nodulinas. La mayorfa de las nodulinas hasta ahora
identificadas estd codificada por genes cuya cxpresion
comienza, mis o menos, con el inicio de la fijacién de
N,; se denominan nodulinas tardias. La mas tpica es la
Lb, que ya ha sido estudiada con cierto detalle. Otras
nodulinas de este tipo son la uricasa de los peroxisomas
de las células no infectadas y una de las subunidades de
la sacarosa sintasa. Los genes de las nodulinas tempra-
nas s¢ expresan durante la infeccion y la morfogénesis
nodular, La nodulina temprana més estudiada implica-
da en el desarrollo nodular es la ENOD?2, localizada ex-
clusivamente en el parénquima nodular y que puede cs-
tar relacionada con la resistencia a la difusidn del O,.

3.7. La fijacién de nitrégeno disminuye
durante la senescencia, o en condiciones
de estrés

La pérdida o disminucién en la capacidad fijadora de
N, es una caracteristica de la sencscencia, tanto natural
{«envejecimiento»), como inducida de los nédulos. Du-
rante la senescencia tiene lugar una serie de importantes
cambios metabdlicos en los nddulos, entre los que des-
laca una degradacion generalizada de las proteinas del
citosol vy, especialmente, de la Lb. Las proteinas de los
bacteroides parecen ser, sin embargo, mis estables que
las del citosol nodular. La degradacion de proteinas po-
siblemente se deba a una activacion de las proteasas (en
la que un cambio en el pH citosdlico parece ser un fac-
tor importante) junto con su descompartimentacién por
rotura de membranas de diversos organulos. A la dismi-
nucidn del contenido de proteinas durante la senescen-
cia podria contribuir también la inhibicién de la sintesis
de proteinas, tal como ocurre en condiciones de estrés
hidrico.

Una caracteristica comun a casi todos los tipos de
senescencia inducida por estrés (déficit hidrico, inun-
dacién, baja temperatura, N combinado, salinidad, de-
foliacién, oscuridad continua), es la caida de la respira-
¢ién nodular, como consecuencia de un aumento de la
resistencia a la difusion de O,. Esto es particularmente

patente en el caso del estrés hidrico, o del debido a la
inundacién del suelo. Los nédulos formados en suelos
con exceso de agua, por ejemplo, desarrollan la presen-
cia de mds espacios intercelulares (aerénquima) para
contrarrestar, aparentemente, el déficit de O,. Otros fac-
tores anadidos al estrés hidrico son la disminucion de la
fotosintesis por cierre estomdtico y, por tanto, del sumi-
nistro de fotosintetizados a los nodulos, y la acumula-
cion de los productos nitrogenados de la fijacidn (ami-
das, ureidos) debido a la reduccion de la transpiracidn.

La senescencia nodular inducida por aplicacién de
nilrato presenta algunas peculiaridades. Sorprendente-
mente, todavia no se conoce ¢l mecanismo por el que ¢l
tratamiento con nitrato inhibe la actividad nitrogenasa,
aungue se han propuesto varias hipdtesis: disminucion
del aporte de fotosintetizados: produccion de metaboli-
108 tdxicos (nitriio y éxido nitrico) por reduccion del
nitrato en los nddulos; y disminucion del suministro de
O, a los bactereides por aumento de la resistencia a la
difusién de O, en el cértex. La posibilidad de que ¢l
nitrito o el 6xido nitrico que pueda derivarse de él, se
acumulen en los nédulos e interficran la actividad de la
nitrogenasa, o de la Lb merece, sin duda, un cstudio
mds riguroso que el dedicado hasta shora. Reciente-
mente, s¢ ha sugerido que el estado de la nutricidn ni-
trogenada de la planta podria regular la fijacidn de ni-
trogeno a través de los niveles de glutamina presentes
en el floema.

4. FIUACION DE NITROGENO Y
AGRICULTURA

Mundialmenie, los dos tipos de cultivos mds importan-
tes son los de cereales y leguminosas. En el Cuadro 16-
4 se muestra una lista de las leguminosas a las que se
dedica mayor extensidn de cultivo. La fijacidn simbid-
tica de N, contribuye directamente a la produccion de
las leguminosas de grano y forrajeras; asimismo, las le-
guminosas tienen un enorme interés como enriquecedo-
ras de N en los suelos. Todas las culturas agricelas han
practicado rotacion de cultivos cereal-leguminosa.
Esta importancia de la asociacién cereal-leguminosa no
solo se debe a su complementariedad en la dieta huma-
na y del ganado, sino también a su papel beneficioso
como alternativa de cultivos, ya que con ella se rompe
la continuidad de plagas vy enfermedades, a la vez que
se incrementa la fertilidad del suelo.

Ya que el rendimiento de un cultivo depende marca-
damente de la disponibilidad de N en las etapas criticas
del desarrollo de las plantas (véase Capitulo 8), es muy
importante conocer si la fijacion simbidtica de N, es
capaz de cubrir los requerimientos de la planta para un
rendimiento éptimo. Cuando se compara el crecimiento
de plantas noduladas y fertilizadas, se pucde concluir
que, si ¢xiste una simbiosis bien adaptada, el sistema
simbidtico es igual de eficiente en el crecimiento. Para
que una leguminosa fije eficientemente N,, debe estar
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Cuadro 16-4. Algunas especies de leguminosas ampliamente distribuidas

I Leguminosas de grano

Arachis hypogaea Cacahuete
Cicer arietinum Garbanzo
Glycine max Soja

Lens culinaris Lenteja

Lupinus sp.

Phaseolus vulgaris

Lupino. altramuz

Judia

América del Norte y del Sur, Africa, Asia

Principalmente la India, pero ampliamente distribuida por el
arca mediterranea

América del Norte y del Sur, Asia
India, Turquia, drea mediterranea
Europa, Rusia, Australia

Este de Africa, América del Norte y del Sur, Suroeste de
Europa

Pisum sativum Guisante La mayoria de las regiones del mundo

Vicia faba Haba Africa, Asia, Europa

Vigna unguiculara Cowped Africa (zonas semiaridas)

II. Leguminosas forrajeras

Medicago sativa Alfalfa Ampliamente cultivada en regiones templadas
Trifolium sp. Trébol Cultivado en zonas templadas y subtropicales
Vicia sativa Veza Cultivada en regiones templadas

bien nodulada, tener 1asas fotosintéticas y respiratorias
elevadas, encontrarse en condiciones ambientales ade-
cuadas y poseer un sistema vascular eficaz ¢n el trans-
porte de los productos de la fijacion fuera del nédulo
para su posterior distribucion a otros tejidos de la plan-
ta. Desde un punto de vista fisiolGgico, es interesante
resaltar que, aunque las plantas no noduladas pueden
tener mas C disponible para el crecimiento de la planta y,
por tanto, un mayor potencial productivo, una gran pro-
porcion del C, es utilizada en el mantenimiento de es-
tructuras inertes, de donde no puede ser facilmente recu-
perado, lo que desde un punto de vista agrondmico puede
reducir la superioridad relativa de las plantas dependien-
tes de N combinado con respecto a las fijadoras de N,

RESUMEN

La fijacion bioldgica de N, es llevada a cabo por orga-
nismos procariotas, que poseen el complejo multienzi-
mitico nitrogenasa. Este cataliza la reduccion alta-
mente endergonica de N, atmosférico a amonio en
presencia de Mg, ATP y un donador de electrones (tipo
ferredoxina). La nitrogenasa es muy sensible al O,, por
lo que los organismos diazotrofos fijan N, en ambien-
tes anaerobios o, alternativamente, deben desarrollar
estrategias para evitar el dafio irreversible del complejo
nitrogenasa. Algunos diazotrofos sélo fijan N, en aso-
ciaciones simbidticas, entre las que destacan las forma-
das entre rizobios y leguminosas. La formacidn de estas

simbiosis implica el intercambio de sefales entre la
planta y las bacterias, que culmina con la [ormacién de
una estructura tumoral, normalmenie localizada en la
raiz, que se denomina nédule, donde se localizan los
simbiosomas que albergan los bacteroides. El nédulo
proporciona a la nitrogenasa un entorno donde la con-
centracion de O, estd regulada por una resistencia va-
riable en el cortex y la presencia de leghemoglobina en
la zona central. El funcionamiento del nddulo depende
del suministro de carbono, en forma de sacarosa, por
parle de la planta, La sacarosa es metabolizada hasta
dcidos dicarboxilicos que sirven de fuente energética a
los bacteroides. El amonio fijado por éstos, es excreta-
do al citosol de la célula huésped que lo incorpora en
forma de amidas o ureidos, los cuales son exportados al
resto de la planta, que puede satistacer asi su requeri-
miento de nitrégeno en ausencia de nitrogeno mineral
en el suelo.

PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Explique por qué la produccion de hidrégeno supone una
disminucion de la eficiencia energética del proceso de fi-
jacién de nitrégeno.

2, ;Que estrategias poseen los organismos diazotrofos para
proteger la nitrogenasa de la inactivacién por oxigeno?

3. ;En qué se basa la especiticidad de la simbiosis entre las
diferentes especies de leguminosas y rizobios?

4. (Es necesaria la presencia de rizobios para la estimula-
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cién de las divisiones meristemdricas que dan lugar a la
formacién del nodulo?

¢ Por qué se habla de un complejo nitrogenasa y no de una
enzima nitrogenasa?

Si se afslan simbiosomas intactos de los nédulos y se in-
cuban en cendiciones microgerdhicas, ; podrian fijar ni-
trogeno con glucosa como fuente de encrgia?
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CAPITULO

17

INTRODUCCION AL METABOLISMO

SECUNDARIO

Maria Teresa Pifnol, Javier Palazén y Rosa Maria Cusido

1. Conceptos generales. 2. Terpenos. 3. Fenoles. 4. Alcaloides.

1. CONCEPTOS GENERALES

Todas las células vegetales realizan procesos metaboli-
cos comunes que conducen a la formacion de compues-
tos como los azdcares simples, aminodcidos, nucledti-
dos, dcidos grasos y pelimcros derivados de ellos
{polisacaridos, proteinas, dcidos nucleicos y lipidos, en-
tre otros), esenciales para la vida celular y, en general,
de la planta. Estos procesos constituyen, en su conjunto,
el metabolismo primario, y los compuestos indicados
se denominan metabolitos primarios. Ademas de estos
procesos metabdlicos primarios, en las plantas se pue-
den desarrollar otras rutas que conducen a la formacion
de compuestos usualmente peculiares de cicrios grupos
taxondmicos. Estas rutas constituyen el metabolismo se-
cundario, y sus productos se dcnominan metabolitos
secundarios. Sin embargo, debido a que los metaboli-
tos secundarios derivan biosintéticamente de ciertos
compuestos primarios (Fig. 17-1), ambas clases de me-
tabolismo estdn interconectadas en una extension que
hace dificil el establecimiento de una clara division en-
tre ellas.

La biosintesis de los metabolitos secundarios suele
hallarse restringida a fascs cspecificas del desarrollo,
tanto del organismo como de las células especializadas,
y a periodos de estrés causados, por cjemplo, por la de-
ficiencia de nutrientes, factores amhientales, o el ataque
de microorganismos. Este [endémeno se debe a la forma-
cidn, dependiente de tasc, de las correspondientes enzi-
mas, lo que significa que la expresion del metabolismo
secundario se basa en un proceso de diferenciacidn. Las
proteinas formadas como resullado de procesos de dife-
renciacion se pueden clasificar, segin su significacion
biolégica y funcién en la célula productora, como pro-
teinas del metabolismo primario. o como proteinas de

especializacion. De acuerdo con esta clasificacion, cl
metabolismo secundario se puede definir como la bio-
sintesis, transformacidn y degradacidn de compuestos
endogenos mediante proteinas de especializacion.
Comunmente. los metabolitos secundarios de las
plantas se habian considerado sustancias de desecho
para el vegetal, carentes de una funcion fisiologica defi-
nida. En la actualidad, se conoce que, si bien los deno-
minados compucstos secundarios no tienen como los
metabolitos primarios una importancia directa para la
célula productora, si pueden tener significacion para el
organismo productor como un todo. Muchos metaboli-
tos secundarios estin implicados en relaciones ecoldgi-
cas, es decir, de la planta productora con los olros orga-
nismos de su medio natural. Ejemplos de ello son los
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pigmentos de las flores que atracn a los insectos polini-
zadores y los compuestos que inhiben el crecimiento de
olros organismos vegetales (sustancias alelopdticas), o
que protegen a la planta productora de infecciones (fi-
toalexinas) o de los depredadores (disuasorios nutriti-
vos o alimentarios). Otros compucstos formados en las
rutas del metabolismo secundario tienen importancia fi-
sioldgica (p. €., los esteroles constituyentes de las bio-
membranas o el polimero estructural lignina) (véase
Capitulo I}, o sirven como sefales que integran la dife-
renciacion celular y el metabolismo en diferentes partes
del organismo vegetal multicelular (p. e]., muchas fito-
hormonas) (véase Capitulo 18). Estos compuestos esen-
ciales para las plantas v formados por las rutas del me-
tabolismo secundario tienen que scr considerados
metabolitos primarios por su significacion fisioldgica.
El metabolismo primario, como queda reflejado en la
Figura 17-1, proporciona un ndmero de pequefias molé-
culas, entre las que cabe destacar el dcido siquimico, el
acetato y los aminodcidos, los cuales constituyen los
materiales de partida para las mas importantes rutas del
metabolismo secundario. El acido siquimico, por la
ruta metabdlica que lleva su nombre, da origen a mu-
chos compuestos aromdlticos, entre ellos, los aminodci-
dos aromaéticos, los dcidos cindmicos y ciertos polifeno-
les. El acetato es el precursor de los dcidos grasos y de
los policétidos por la ruta del acetato-malonato, y de
fos terpenos o isoprenoides por la ruta del acetato-me-
valonato. Los aminodcidos son precursores de los al-
caloides y de antibidticos peptidicos que incluyen las
penicilinas y las cefalosporinas. Finalmente, existen
metabolites secundarios en cuya formacién concurren
varias rutas metabdlicas. Entre estos compuestos de
sintesis mixta destacan los flavonoides, formados por la
ruta del acido siquimico y del acetato-malonato,
También, variaciones en las rutas del metabolismo
primario pueden conducir a la formacién de metaboli-
tos secundarios. Asi, variaciones de la ruta de las pento-
sas-fosfato (véase Capitulo 14) son fuente de los aziica-
res raros encontrados en los glucdsidos cardioténicos, y
variaciones en las rutas de sintesis de los aminodcidos
proteicos dan origen a los aminodcidos no proteicos.
En este capitulo se estudiard la biosintesis y signifi-
cacion biologica de los tres principales grupos de meta-
bolitos secundarios vegetales: los terpenos, los fenoles
y los alcaloides. Para cada uno de ¢stos grupos, se ofre-
cerd también una vision de su interés para la industria,
ya que el metabolismo secundario vegetal es una fucnte
importante de valiosos productos quimicos.

2. TERPENOS

Los terpenos o isoprenocides constituyen uno de los
grandes grupos de compuestos secundarios ampliamen-
te presentes en el reino vegetal. Entre cllos sc encuen-
tran metabolitos claramente secundarios (como los
componentes de esencias, balsamos y resinas) y un im-

portante grupo de metabolitos considerados fisioldgica-
mente primarios. Entre {os isoprenoides considerados
primarios tiguran las fitohormonas giberelinas (véase
Capitulo 20} y el dcido abscisico (véase Capitulo 22}; la
cadena isoprenoide de algunas citoquininas (véase Ca-
pitulo 21), de la plastoquinona y de la ubiquinona; ¢l
fitol de la clorefila; los carotenoides; los fitocsleroles
csenciales para la integridad de las biomembranas y los
dolicoles.

En las plantas, igual que en los mamiteros, los iso-
prenoides se sintetizan a partir del compuesto C, iso-
pentenil pirofostato (IpPP) (1), que se puede considerar
el isopreno activo, hipotético, de Ruzicka. Los 1sopre-
noides se clasifican, segiin el nimero de unidades tedri-
cas de isopreno de que se componen en: monoterpenos
(2 unidades}; sesquiterpenos (3 unidades); diterpenos (4
unidades); triterpenos (6 unidades): tetraterpenos (8
unidades) y politerpenos (mds de 8 unidades).

2.1. Todos los isoprenoides naturales
proceden del acetato activo, es decir,
del acetil CoA

En los primeros pasos de la biosintesis de los isoprenoi-
des (Fig. 17-2), en una reaccion catalizada por la enzi-
ma 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa (HMGR),
se condensan tres moléculas de acetil CoA (CH5-CO
CoA) (2) y originan el dcido mevalénico {AMV) (3):
compuesto de 6 carbonos que experimenta una descarbo-
xilacion v dos fosforilaciones consecutivas para transfor-
marse en el IpPP. Este compuesto puede transformarse
en su isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (4) por
desplazamiento del doble enlace de la posicidn 3-4 a la
2-3. Estos dos compuestos dan origen de todos los terpe-
nos naturales.

IpPP y el DMAPP s¢ condensan siguiendo un mode-
lo cabeza-cola, aportando DMAPP el resto isoprenoide
o o mictal para formar el geranil pirofostato (C,,)
(GPP) (5). La enzima que cataliza esta reaccion es la
geranil pirofosfato sintasa, que estd localizada en los
plastos. El compuesto que se forma, ¢] GPP, da lugar a
todos los monoterpenos de las plantas (Fig. 17-3).

También estos dos compuestos, DMAPP ¢ [pPP, se
pueden unir en forma cabeza-cola para originar farnesil
pirofostato (C,;) (FPP) (6), aunque en este caso es un
DMAPP y 2 IpPP los que dan lugar a FPP. La enzima
que cataliza esta reaccién es la farnesil pirofosfato sin-
tasa que se encuentra localizada en el reticulo endoplds-
mico. El FPP es ¢l compuesto que da lugar a todos los
sesquiterpenos y, también, a los triterpenos mediante
una reaccion de dimerizacién, por union cola-cola de
dos moléculas de sesquiterpeno.

La extension de la cadena terpénica puede proseguir
en el cloroplasto, donde se condensan, por la accion de
la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa, una unidad
de DMAPP y 3 de IpPP para formar geranilgeranil piro-
fostato (C,,,) (GGPP) (7). Este compuesto es el precur-
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3CH;—CO—8CoA — — HOOC
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CH, OH
H

/\
H

24TR Acido mevalénico {AMV) (3)
5CH, }qulnasas

2/\

H,C? PP
H2 Isomerasa

IsopentenilPP {IpPP) {1)

" H,C z

/
8 CH,—0O—P—P

YHC
DimetilPP (DMPP) (4}

Figura 17-2. Biosintesis de los terpenos o isoprencides. Formacion del isopentenil pirofosfato.

sor directo de los diterpenos y, por la dimerizacion de
estos ultimos, de los tetraterpenos.

Existen también otras enzimas. las preniltransfera-
sas, que pueden incrementar con mas unidades de [pPP
la longitud de la cadena terpénica hasta formar grandes
polimeros, los politerpenos (C > 40), como son lu parte
isoprenoide de la plastoquinona y la ubiquinona, los do-
licoles, ¢f cancho y la gutapercha,

Como ya hemos comentado, en la biosintesis de los
terpenos o isoprenoides se producen, ademds de las
uniones cabeza-cola para incrementar la longitud de 1a
cadena terpénica, reacciones de dimerizacidn o uniones
cola-cola (Fig. 17-4). En estas reacciones, la cola reac-
tiva de un terpeno se une al doble enlace de las posicio-

SH,C z

/
>3/\1CH —0—P— P+Hc/\ /’\ _p_p

TH,C H,
DMAPP IpPP
x 1 IpPP
5 1
3 ! CH,0PP
4 \
z 4 2
Geranil PF(GPP) (5)
MONGTERPENCS
TRITERPENGS x
X
w \

Farnesil (FPP) 6}

SESQUITERF‘ENO

nes 2-3, creindose un ciclopropano (8) muy inestable
quc s¢ abre v rompe para producirse al final una unidn
1°-1.

Por la unién de dos moléculas de FPP se forma es-
cualeno {9) (Fig. 17-5). que es un compuesto de 30 ato-
mos de carbono, precursor de los triterpenos. La enzima
que cataliza esta reaccion, la escualeno sintasa, requiere
poder reductor en forma de NADPH y se localiza en la
fraccion microsomal. El mecanismo de la reaccion es el
mismo si se unen dos moléculas de GGPP; pero, en este
caso, el compuesto que se forma tiene 40 dtomos de
carbono y recibe ¢l nombre de fitocno (10) (Fig. 17-8).
Esta dimerizacion sélo se produce en el cloroplasto,
puesto que la enzima [otoinducida que la cataliza, la

CH3
Hz

TETRATERPENOS] «-* W)VCH?OPP

Geranil geranil PPIGGPP) {7)

'

DITERPENOS

Extension de la cadena terpénica o isoprencide de C5 a Cz0 x?

Figura 17-3.

, reacciones de dimerizacion.
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& 5
1 1
n
/l\/CHZOPP /:I;\/CHQOPP
R’ 2 R 2
R

Ciclopropano [1°-2-3] (8}
'CH,OPP

R Unidn 1'-1

Figura 17-4. Formacién y apertura del ciclopropano en’las
reacciones de dimerizacion.

fitoeno sintasa, solo se localiza en dicho orgdnulo, Sin
embargo, a diferencia de la escualeno sintasa, la fitoeno
sintasa no requiere poder reductor.

2.2. lLos monoterpenos son compuestos C,,
que derivan del GPP

Del GPP se originan directamente los monoterpenos
aciclicos, o bien el mismo compuesto se puede conver-

tir en neril pirofostalo (isémero cis) y originar los terpe-
nos ciclicos. La mayorfa de los monoterpenos presenta
funciones oxigenadas, como aldehidos o alcoholes, y
las reacciones de oxidacion tienen lugar en el citoplas-
ma celular. Como ejemplos se pueden destacar: limone-
no (11}, mentol (12), timol {13) y alcanfor (14); todos
ellos con accion antiséptica y cxpectorante. Muchos de
estos compuestos se acumulan en estructuras vegetales
especificas y constituyen las esencias naturales, por lo
que se utilizan en cosmélica y perfumeria. También,
muchos monoterpenos estan implicados en relaciones
ecologicas de las plantas que los producen, va que, de-
bido a sus propiedades organolépticas, atraen insectos y
otros animales que favorecen la polinizacidn (véase Ca-
pitulo 26).

OH

e

Limoneno {11} Mentol (12}

Timal {13}

Alcanfor {14}

| |
RALG T = AT

Escualeno (9)
(silla-silla-si{la-bote)

i,

Lupeol {21}

2,3-oxido de escuateno

Oleano (20)

Figura 17-5. Sistema de ciclacion del escualeno, con la configuracién silla-silla-silla-bote, en organismos eucariotas.



2.3. Los sesquiterpenos son compuestos
C,s que derivan del FPP

Se pueden encontrar sesquiterpenos con estructuras ci-
clicas o aciclicas, saturadas o con dobles enlaces aisia-
dos. Muchos de ellos poseen funciones hidroxilo, ceto-
na, carboxilo, etc. En general, son compuestos lipdfilos
y voldtiles, y se localizan en glandulas de esencias junto
COn MONOCTPEnos,

En este grupo de sesquiterpenos, ademas de compo-
nentes de esencias como el farnesol (15), se encuentran,
entre otros compuestos, la fitohormona dcido abscisico
(16) (véase Capitulo 22) y feromonas (metabolitos se-
cundarios de origen animal).

CH, CH,

| |
CHy— C=CH—CH,—[CH,—C=CH—CH,),— OH

Farnesal (15}

(+)-Acido abscisico (16)

2.4. Los diterpenos son compuestos C,,
derivados del GGPP

Los diterpenos sc pucden encontrar en forma de cadena
abierta (p. ej., el fitol, que constituye la cadena lipdfila
de la clorofila) (véase Capitulo 9), o en forma de
estructuras ciclicas con diversos grupos funcionales
{-OH, -CQ, -COOH). Incluso pucden contener nitroge-
no y formar alcaloides diterpénicos. como la aconitina
(17). Junto con metabolilos dc relevancia fisiolégica
(giberelinas (18), fitol, tocofecroles y filoquinonas). se
encuentran compuestos con evidente caricter secunda-
rio, como son los dcidos resinicos abiético (19} y agdti-
co, constituyentes de las resinas localizadas en depdsi-
tos o canales de las gimnospermas,

2.5. Los triterpenos son compuestos
principalmente C,, procedentes
de la dimerizacion del FPP

Los triterpenos y los esteroides (subclase de los triter-
penos de C,, a C,,) figuran entre los 1soprenoides mds
relevantes. En general, son compuestos policiclicos vy
estin ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Tri-
terpenos y estercides desempefian importantes funcio-
nes fisioldgicas en las plantas, y algunos tienen un gran
interés farmacoladgico.
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‘ \
v OMe =
OMe

Aconitina (17)

T

/OH

} ———CH,
CH, COOH

Giberelina GA; (18)

HOGC

Acido abiético {19}

Como ya se ha comentado previamente, los triterpe-
nos s¢ torman en el citoplasma celular a partir del es-
cualena (9). Este compuesto, presente en lodos los scres
vivos y carcnie de una funcion fisioldgica definida, se
cicla fdcilmente para dar lugar a distintos compuestos.
El mecanismo de ciclacitn se inicia por una oxidacion,
lo que hace que, en la mayoria de los casos, los triterpe-
nos presenten un hidroxilo en la posicion 3 de su molé-
cula.

Si el escualeno adopta una configuracion silla-silla-
silla-bote, conduce a la formacion de un grupo de com-
pucstos triterpénicos con 3 ciclos, tipo oleano (20) o
lupeol (21), entre otros (Fig. 17-5). Estos compuestos,
que normalmente se encuentran glucosilados en el hi-
droxilo de la posicion 3, constituyen el grupo de las
saponinas triterpénicas. De entrc cstos compuestos
destacan los ginsendésidos, aislados de Panax ginseng,
utilizados ampliamente en medicina por su accidn esti-
mulante y antiasténica.

Si el escualeno adquiere fa configuracion espacial si-
Hla-bote-silla-bote, puede dar lugar a cicloartenol (22)
cn vegetales y lanosterol en animales (23) (Fig. 17-6).
A partir dc cicloartenol, se forman los diversos esteroi-
des vegetales o fitoesteroides, mediantc una serie de
reacciones que incluyen: eliminacidn de los grupos me-
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{25) y sitosterol {26). Respecto 4 la fuacion en la planta
de estos compuestos, es similar a la de los esteroides cn

a)

b)

HO

Campesteral {24)

tilo de las posiciones 4 y 14, apertura del ciclopropano
entre las posiciones 9-10 y modificaciones de la cadena
lateral C,;. Una vez formados, cstos compuestos se ca-
racterizan por poseer el sistema tetraciclico del esterano
en trans, presentar un grupo hidroxilo en la posicién 3 y
meditficaciones en la cadena C,5. Los esteroides vegeta-
les mas universales son campesterol (24}, estigmasterol

Va
RA—SAL
}

Escualeno {9
(silla-bote-silla-bote)

Cicioartenol (22)

&+

los animales, asi:

Son constituyentes de membranas biolégicas.
En animales, las membranas contienen cantida-
des elevadas de colesterol, que actia regulando
la fluidez de la misma y ddndole estabilidad. En
general, cuanto mayor es la riqueza en colesic-
rol, mayor es el cardcter lipdfilo de las membra-
nas, es decir, son mas impermeables al paso del
agua ¢ iones. Las membranas vegetales, aunque
tienen colesterol, son mas ricas en sitosterol,
campesterol y estigmasterol, variando la con-
centracion de estos compuestos en funcion del
tipo de membrana v su funcidn en la célula. Se
ha comprobado que para que un esteroide vege-
tal sea componenie dc membrana ha de tener la
configuracion planar caracteristica del ndcleo
esterano, presentar el hidroxilo de la posicién 3
libre y carecer de grupos metilo en la cara « o
plano inferior de la molécula.

Presentan accién hormonal. En su conjunto, los
esteroides gue presentan cierta accidn hormonal
en las plantas se denominan brasinoesteroides
(Fig. 17-7) (v€ase también Capitulo 22). Estos
compuestos poseen dos hidroxilos vecinos en ¢l
anillo A y el anille B de siete eslabones con una
funcidn lactona, o de seis eslabones con un gru-
po cetona. La cadena C,, estd siempre polihidro-
xilada. Los brasinosteroides actian de forma si-
milar y sinérgica con las auxinas, activando las
ATPasas de membrana, y de forma similar y adi-

2,3-oxida de escualeno

Lanosteroi {23)

Figura 17-6. Sistema de ciclacién del escualeno, con la configuracidn silla-bote-silla-bote, en organismos eucariotas.
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Figura 17-7. Estructuras principales de los brasinoesteroi-
des.

tiva a las giberelinas. Igual que las auxinas, a altas
dosis promueven un incremento de la sintesis de
etileno al impedir la conjugacion a azicares de
las auxinas {los -OH que contienen se unen muy
facilmente a aziicarcs) y, a la vee, activar la en-
zima 4acido-1-aminociclopropano- 1 -carboxilico
sintasa, responsable de la biosintesis de ctileno.

Ademads de los esteroides indicados, de distribucion
general en los vegetales. las plantas presentan otros gru-
pos de esteroides de distribucion mds restringida y ca-
racteristicos de determinadas familias y géneros, pero
de gran interés para la industria. Entre este grupo de
esteroides figuran las saponinas esteroidicas y los glu-
cosidos cardiotonicos. Tales saponinas son glucdsidos,
cuyas geninas poscen dos heterociclos con oxigeno uni-
dosalos C,, v C,; v, a su vez, concctados por un grupo
espiroacetal. Normalmente, las geninas se glucosidan
en su hidroxilo C,.

CH, I

HO

Diosgenina (27}

Las saponinas esteroidicas se hallan en la ¢élula ve-
getal asociadas a sistemas de membrana y ejercen dife-
rentes acciones bioldgicas, entre ellas, la promocion de
la germinacion de las scmillas y la inhibicion del creci-
miento de la raiz. En general, se consideran compuestos
de defensa para el vegetal. Estos compuestos tienen,
ademds, importancia como moléculas de partida en la
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semisintesis de hormonas esteroidicas ulilizadas en me-
dicing, La saponina esteroidica mds utilizada con esle
fin cs la diosgenina (27), aislada de varias especies del
género Dioscoreq. También, estas saponinas son am-
pliamente utilizadas como expectorantes, antiinflama-
torios, antiflingicos v antibacterianos.

Los glucésidos cardioténicos son esteroides que
presentan una funcioén hidroxilo en la posicién C,, del
anillo esteroidico y, en la posicion C,, un anillo lactd-
nico de cinco eslabones en los cardendlidos y de seis ¢n
los bufadiendlidos. La unidn entre Tos anillos A vy B
puede ser cis o trans, y la union entre C y D suelen ser cis
a diferencia de la gran mayoria de esteroides. Finalmen-
te, el hidroxilo del C; se encuentra glicosilado por una
cadena de azucares poco comunes (p. ej., digiloxosa),

Tipo Cardenalida {28)

CH4

Tipo Bufadiendlido {29)

Los glucdsidos cardiotdnicos mas importantes para
la industria son la digoxina y la digitoxina, aisladas de
cspecies del género Digitalis. En medicing, estos com-
puestos se utilizan principalmente como cardioténicos,
farmacos irrcemplazables en el tratamiento de la insu-
ficiencia cardiaca y algunas arritmias. La digoxina es
uno de los 10 productos naturales mas prescritos actual-
mente.

2.6. Los tetraterpenos son compuestos
C,, procedentes de la dimerizacion
del GGPP

[.os tetraterpenos son compuestos formados por la
unién de 8 unidades de isopreno. En general, presentan
una serie de dobles enlaces conjugados y uno o dos ani-
llos con la estructura de la ionona x o 3, segian la posi-
cion del doble enlace.
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Los tetraterpenos sin funciones oxtgenadas forman el
grupo de los carotenos, micntras que los que poseen
oxigeno en su molécula constituyen ¢l grupo de las xan-
tofilas (Fig. 17-8); ambos grupos de compuestos consti-
luyen los carotenoides. Carotenos y xantofilas se pre-
sentan cn las hojas de todas las plantas y, también, en
flores y frutos, loculizados cn los plastos. Actian en la
fotosintesis como pigmentos accesorios en la captacidn
y el transporte de la energia luminosa (véase Capitulo
9) y protegen a los vegetales del electo letal combinado
de la luz y el oxigeno formando epdxidos (véanse Capi-
tulos 10, 13 v 30),

En las plantas superiores, la biosintesis de carotenoi-
des se efectda en los plastos, asociada a sistemas mem-
branosos e inlerdependiente de la biosintesis de clorofi-
las. El 15-cis-fitoeno (10) (precursor formado por
dimerizacion de GGPP) experimenta una serie de des-
hidrogenaciones dependientes de NAD que lo transfor-
man en licopeno (30). Este compuesto se puede ciclar
por accion de una enzima dependicnte de FAD para ori-
ginar los carotenoides ciclicos, que presentan aniflos
terminales de ionona. Posteriormente, ¢n los propios
plastos, s¢ puede producir la incorporacién de funcio-
nes oxigenadas en los carolenos (p. gj.. el z-caroteno,
31) para formar las xantofilas (p. ¢j., la iuteina, 32). La

biosintesis de carotenoides. dependiente de la luz, po-
dria ser activada por ¢l fitocromo (véase Capitulo 23)
en las plamas superiores, aunque se desconoce el meca-
nismo por ¢l cual actia este fotorreceptor,

2.7. Los politerpenos son alcoholes primarios
monohidricos de cadena abierta

Los politerpenos, o poliisoprenoides, se forman por la
unién cabeza a cola de mas de 8 residuos de isopreno.
Estos alcoholes pueden encontrarse libres o unidos a
estructuras quindnicas. Entre estos dltimos figuran la
cadena isoprenoide de la plastoquinona (sintetizada en
los cloroplastos) y la correspondiente a ubiquinona
{sintetizada en las mitocondrias). Otros poliisoprenoi-
des. sintetizados en el citoplasma/reticulo endopldsmi-
co a partir del farnesil pirofosfato. son los dolicoles.
Estos compuestos, en su forma fostorilada, participan
en el transporte de azdcares a través de las membranas
del reticulo endoplasmico.

Los peliisoprenoides pueden llegar a presentar un
grado de polimerizacion muy elevado, como es el caso
del caucho (3000-6000 restos de isopreno) y la gutaper-
cha. El caucho es el todo cis-poliisopreno, y la gutaper-

2 x GeranilgeranilPP

Dimerizacion

S Fitoeno (10}

E Oxidacion

a-ionona

HO

Licopeno {30}

«r-caroteno {31)

g-ionona

Luteina {32)

Figura 17-8. Biosintesis de carotenoides. Etapas fundamentales y ejemplos de algunas estructuras tetraterpénicas.



cha (de menor peso molecular) es el todo trans-poliiso-
preno. Para su uso comercial, el caucho s¢ extrac de
Hevea brasiliensis y la gutapercha, principalmente, de
la especie Palaguium gutta. Ambos compuestos forman
micelas que sc hallan en una fase dispersa, constituyen-
do el litex. gencralmente contenido en unas células o
vasos espectalizados Namados laticiferos.

3. FENOLES

La prescncia de fenoles es una caracteristica de todos
los tejidos vegetales. Los fenoles son compuestos de
“estructura aromdlica con uno o varios grupos hidroxilo,
libres o sustituidos. El compuesto bdsico es el fenol
(33), pero la mayoria de estos compuestos son polife-
noles. Entre los polilenoles vegetales, de los que actual-
mentc se conocen mds de 8000, figuran las quinonas
tendlicas, las cumarinas, los lignanos y los flavonoides.
Estos iltimos compuestos forman el grupo mas nume-
roso; un flavenoide tipico es la quercetina (34). Ademas
de las estructuras monoméricas y diméricus. existen im-
portanies grupos de polimeros fendlicos, como las ie-
ninas y los taninos. También se encucntran unidades
fendlicas entre los compucstos nitrogenados, de los que
un buen gjemplo es el aminoidcido aromaitico tirosina.

Fenol {33)

Quercetina (34}

Los fenoles se oxidan ficilmente en las plantas, debi-
do a la presencia en sus tejidos de fenolasas, enzimas
que catalizan, entre otras, la oxidacion de los monofe-
noles a difenoles, de los difenoles a quinonas v de estos
productos a los flobafenos, polimeros de naluraleza
amorfa que frecuentemente muestran una coloracion
rojiza. Por otra parte_ los flavonoides. por su condicién
dc polifenoles, pueden acluar como antioxidantes e
inactrvar el centro activo de numerosas enzimas, por
cjemplo, de las indicadas fenolasas.

Los polifenoles son importantes econdmicamente,
porque contribuyen al sabor, aroma y color de ahimen-
tos y bebidas. El aroma vy el subor del té estdn relaciona-
dos con el contenido en polifenoles de la hoja. Asimis-
mo, el amargor de la cerveza se debe a su contenido en
un derivado del floroglucinol (35}, la humulona; mien-
tras que el color rojo del vino es debido a la presencia
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de antocianinas. También son de destacar las interac-
ciones moleculares entre fenoles vegetales, como los
taninos, y las uniones peptidicas de las proteinas en la
llamada reaccidn de «curtido».

En la naturaleza, los compuestos fendélicos desempe-
nan un papel importante en la proteccidon de la planta
frente a depredadores, y como fitoalexinas y sustancias
alelopdticas. También actiian como sefiales quimicas en
la floracion y la polinizacidn de las plantas, y en los
proccsos de simbiosis vegetal (p. )., en la fijacion del
nitrogeno: véase Capitulo 16) y de parasitismo vegetal
(p. ej., por Agrobacteriuum). A su vez, el contenido y la
naturaleza de los fenoles en la planta pueden actuar so-
bre su crecimicnto mediante un mecanismo gue modifi-
ca los niveles enddgenos del dcido 3-indolacético
(ALA). Sc ha comprobado que los derivados fendlicos
monohidroxilados actiian como cofactores de la enzima
AlA-oxidasa, responsable de la degradacidn de esta
hormona, micniras que los derivados o-difendlicos, fa-
cilmente oxidables, protegen el AIA de su degradacion
(véase Capitulo 19). Por ello. los niveles relativos de
mono- y o-difenoles podrian ejercer un efecto regulador
del crecimiento de los vegetales.

3.1. Los fenoles se clasifican de acuerdo con
el namero de atomos de carbono en
su estructura basica

Existen fenoles simples (C,), como el fenol. el catecol
{1.2-dihidroxibenceno) y ¢l floroglucinol (1.3,5-trihi-
droxibenceno). Existen también derivados con cadenas
laterales de uno, dos o tres carbonos, representados, en-
re otros compuesios, por el acido salicilico (C,-C))
{35). el dcido p-hidroxifenilacético (C-C,) (36) v el
dcido caleico (C-C,) (37). un dcide hidroxicindmico
ubicuo en las células de tus plantas superiores. El dcido
salicilico es un efectivo agente alelopdtico, por ejem-
plo, en Quercus falcata. Un derivado de estc compues-
to, el dcido acctilsahcilico, cs ampliamente utilizado en
medicina como analgésico.

OH HO\A\

CO,H VLcHz(:ozH

Acido salicilico {36) Acido p-hidroxifenil

acetico (37)

CH=CHCO,H

Acido cafeice (38)
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Los acidos hidroxicindmicos forman parte de la clase
de compuestos C,-C,, denominados fenilpropanoides.
La lactonizacién y el cierre del anillo de los dcidos o-
hidroxicindmicos dan lugar a las cumarinas, Una cuma-
rina tipica es la esculetina (39}, formada tedricamente a
partir del 4cido o-hidroxicafeico. Los fenilpropanoides
diméricos constituyen los lignanos, los cuales suelen
ser componentes de resinas. La podofilotoxina (40),
aislada del rizoma de Podophyllwn peltatum v utilizada
en forma modificada para el tratamicnio de ciertos cédn-
cercs, cs un buen ejemplo de lignano.

HO O 0

Sy

OMe OMe

e

HO OMe

Esculetina {39) Podofilotoxina (40)

Entre los polimeros tendlicos destacan las ligninas y
los taninos. Las ligninas son los polimeros fendlicos
mds importante en la naturaleza, pucsto que proporcio-
nan fuerza y rigidez estructural a la pared de la célula
vegetal. La lignificacidn fue un suceso clave en la cvo-
lucion de los vegetales, permitié ¢l desarrollo de las
plantas herbdceas como drboles v separa a las plantas
vasculares de las algas y las bridfitas, las cuales no es-
tdn lignificadas, Las ligninas se forman a partir de los
afcoholes coniferflico (41), 4-cumarilico y sinapilico.
Estos compuestos son incorporados en diferentes canti-
dades, segin el nivel de evolucidn alcanzado por los
vegetales. En general, los organismos mds primitivos
son ricos ¢n alcohol conilerilico; con la evolucion,
aumenta fa proporcién de ateohol cumarilico y sinapili-
co en las ligninas.

Los taninos sc clasifican en hidrolizables y conden-
sados (no hidrolizables por el calor o los dcidos dilui-
dos, a diferencia de los primeros). Los taninos hidroli-
zables mds comunes son ésteres del dcido gilico (42)
con azucares. El dcido tdnico comercial ¢s una mezcla
de dcido galico con diferentes galoil ésteres de glucosa.
Los taninos condensados son derivados de los flavonoi-
des. Los taninos reaccionan con las proteinas salivares
v las glucoproteinas de la boca eferciendo un efecto as-
tringente, lo cual hace que actden como disuasorios ali-
mentarios para depredadores.

Los flavonoides derivan estructuralmente del com-
puesto bdsico, flavena (43), especialmente abundante
en las hojas de Prismula. Los flavonoides se clasifican,
de acuerdo con el grado de oxidacién del anillo central

COOH

Ty

HO 7 on

OH

Acido galico {42)

de pirano, en antocianinas (p. ej., cianidina 3-glucosido,
44). flavonoles (p. ej.. quercetina, 34) y otras clases.
Dentro de cada clase, estos compuestos varian en ¢l ni-
mero y la posicion de tos grupos hidroxilo y metilo y de
otros sustituyentes. También se conocen flavonoides
diméricos (biflavonoides) y cligoméricos ([lavolanos o
tantnos condensados). Un grupo relacionado es el de los
isoflavonoides, representado por la genisteina (45), una
sustancia estrogénica aislada del trébol.

Genisteina (45)

La oxidacidn del |.4-dihidroxibenceno (46) da fugar
a la 1.4-benzoquinona (47). ¢] compuesto bdsico de las
henzo- nafto- y antraquinonas. Compuestos representa-
livos son la 2,6-dimetoxibenzoquinona (48) del salvado
de trigo. la yuglona (49), una naftoquinona del nogal; y
la emaodina (50), una antraquinona amarilla del ruibarbo
(Rheum palmatum) vy de la cdscara sagrada (Rhamnus
purshiana). La yuglona es una sustancia alelopdtica
responsable de Ta falta de crecimiento de hierbas debajo
del nogal. Las antragquinonas ejercen, segin la dosis ad-
ministrada. una accion laxantc o purgante.

OH

N

A

OH

1,4-dihidroxibenceno (46} 1,4-benzoquinona (47)
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3.2. Las plantas superiores pueden formar
compuestos fendlicos por dos rutas

Las dos rulas son la de los policétidos, mayoritaria en
las bacterias v los hongos, y la ruta del dcide siquimico,
mayoritaria ¢n las plantas superiores. Muchos com-
puestos con dos o mds nucleos fendlicos, como los fla-
vonoides, son el productoe de una biosintesis mixta, po-
seen un anillo formado por la ruta del Acido siquimico ¥
otro por la ruta de los policétidos.

Los policétidos, biosintetizados por el camino del
acetato-malonato, igual que los dcidos grasos, se distin-
guen de estos (ltimos en su biogénesis. Esta implica la
formacién de una hipotética cadena de grupos ceto y
metileno alternantes (cadena policétida; -CO-CH,-CO-
CH,-CO-CH,-CO-CH,-), mientras que los precursores
de los dcidos grasos solo contienen grupos metileno.
Las cadenas policétidas derivan de unidades de malonil

RCOSCoA —- - » RCOS-Enz

+

HOOCCH,COSCoA ——» HOOCCH,C0S8-Enz

RCOCH,COS Enz

+ MHOOCCH,COS Enz
Y
RCO{CH,COINCH,COS Enz

Derivados fendlicos + HS-Enz

Figura 17-8. Biosintesis de los policétidos.
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CoA (HOOC-CH,-CO CoA) (51} y de una unidad de
iniciacion (un cebador), la cual es, en la mayoria de los
casos, el acetil CoA (CH3-CO CoA (2), aungue tam-
bién pueden ser otros CoA-ésteres. Ambas, la unidad de
partida y la unidad malonil se unen a través de grupos
sulfhidrilo a la enzima que realiza la condensacion an-
tes de gue ésta se produzca, y el producto de la conden-
sacion permanece unide a la ¢cnzima hasta que tenga
lugar la ciclacidn de la cadena policéuda.

Con frecuencia se produce a reduccion de alguno de
los grupos ceto durante la biosintesis de los derivados
policétidos, pero esta reduccion siempre tiene lugar
después de la formacion de 1as correspondientes cade-
nas policétidas. Ademds, la gran variedad estructural de
los derivados policétidos se debe & las numcrosas modi-
ficaciones secundarias, entre las cuales se puede incluir
la apertura de los anillos aromaticos. Comao ejemplo de
la formacidn de compuestos fendlicos por la via de los
policétidos, en la Figura 17-10 estd representada la bio-
sintesis de [loroglucinod.

3.3, Laruta del acido siquimico es un proceso
fundamental por el que se biosintetizan
diferentes metabolitos aromaticos, entre
ellos, los aminoacidos fenilalanina,
tirosina y triptofano

Quimicamente, la ruta del dcido siguimico es un pro-
ceso por el cual un ciclohexano adquiere la estructura
aromiitica en tres etapas (Fig. 17-11). En la primera ¢s
introducido un doble enlace en la ciclacion del dcido
fosfoheptulosonico (32) a 5-deshidroquinato (53). El
segundo doble cnlace ¢s introducido, por la pérdida de
agua, en la conversion del acido siquimico (54) a4 4cido
corismico (55) y el tercero, en la conversion del dcido
prefénico (56) a fenilpindvico (57). La fenilalanina (58)
es el principal producto final de la via del dcido siqui-
mico; cste aminodcido puede ser después canalizado a
la sintesis de proteinas o a la de sustancias fenoOlicas,
seglin los requerimientos fisioldgicos de la planta.
Los fenoles formados por la via del dcido siquimico
derivan del acido cinamico (39), biosintetizado de la
fenilalanina por la accion dc la enzima fenilalanina:
amonio hasa (PAL) (Fig. 17-11). En la formacién de los
fenoles por esta ruta, el dcido cindmico resullante es
siempre oxidado en la posicion para, lo que origina cl

o OH
CH,COCaA (2) )J\ |
+ cH, CH,
2 CH,COCoA N
| SEnz
COLH (51} wo? e So o o

Floroglucinet {35}

Figura 17-10. Biosintesis del floroglucinol por el camino
policetido.
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COOH HO OH
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Acido fosfo- Acido 5-deshidroquinico (53)

heptulosonico {52)

OC—COOH

COOH Via P
+ PEP

Acido siquimice (54)

e CH,COCOOM %
NH,

Acido fenilpiravice (57)

HO@ COOH

Acido corismico (55}

N
PAL
- U COOH ———
il
HN

Fenilalanina {58)

<i><CH ,CoCOOH
COOH
Acido prefénico (56}

COOH
HS H

Acido cinamico (59)

| Camino del siquimico

—>

Figura 17-11. Ruta del acido siquimico.

dcido 4-cumdrico (60) (Fig. 17-12). Scguidamente,
cuando este dcido es oxidado enzimdticamente de nue-
vo, el oxigeno se agrega en posiciones adyacentes para
dar lugar al modelo 3,4-dihidroxi (catecol) o al modelo
3.,4.5-trthidroxi (pirogalol). El origen biosintético deter-
mina ¢l modelo de hidroxilacion del producte fendlico,
lo que usualmente hace posible determinar por cual de

HO
o‘ C— CHCOOH
H

{modelo catecol)
T+ 0

C CHCOOH—*HO—@ C=CHCOOH

Acwdo cinamico Acido 4-cumarico
(60)
HO

C:CHCOOH
(modeio pircgalol}

Figura 17-12, Modelos de oxidacion de los fenoles deri-
vados del acido siquimico.

las dos rutas ha sido biosintetizado. En contraste con la
ruta del dcido siquimico, la ruta policétida produce ini-
cialmente fenoles con los grupos hidroxilo en las posi-
ciones 1, 3y 5, como es el caso del floroglucinol.

La actividad de la PAL estd claramente controlada
por el sistema [itocromo (véase Capitulo 23); su activi-
dad se incrementa cn respuesta a la luz t'OJil (2 2 660
nmj, pero este incremento no sc produce si el tratamien-
to con luz roja va seguido de una dosis de luz roja lejana
(74 @ 730 nm). Se ha comprobado que este efecto es
ejercido sobre el mMRNA para la PAL. Ademas de por la
luz, la actividad PAL estd influida por otros factores,
entre ellos, las hormonas vegetales. En relacion con el
metabolismo de los fenoles, es de destacar que cl ctile-
no incrementa la actividad de la enzima cn los tejidos
vegetales lesionados, lo que explicaria la estrecha co-
rrefacion positiva existente cntre los altos niveles de
ciertos compuestos fendlicos y los de hormenas en di-
chos tejidos.

3.4. Los flavonoides son biosintetizados
a partir de un precursor fenilpropanoide
enlazado a tres unidades de malonil CoA

Como ejemplo de la biosintesis de flavonoides, que im-
pica la participacidn de la ruta del dcido siquimico v la



de los policétidos, se describe la formacion de una an-
tocianidina, la cianidina 3-glucésido, un pigmento na-
tural ampliamente distribuido (Fig. 17-13). La etapa
inicial en la biosintesis de todos los flavonoides es la
condensacion del 4-cumarato CoA (61) con tres molé-
culas de malonil CoA para dar origen a la 2°.4°,6° 4-
tetrahidrochalcona (62), reaccién catalizada por la en-
zima chalcona sintasa. La chalcona formada es, segui-
damente, isomerizada a flavanona naringenina (63).
Esta flavanona es un intermediario clave que puede
ser convertido en diversos productos finales. En la
btosintesis de cianidina 3-glucosido, Ta oxidacidn del

OH
HG oK
OH 0 Calcona
sintasa

2°,4',6' 4-tetrahidroxicalcona (62)
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anillo B da lugar al eriodictiol (64), el cual es después
oxidado en la posicion 3 para producir dihidroquerce-
tina (65). Seguidamente, el 4-carbonil es reducido a
4-hidroxil, lo que da lugar a leucocianidina (66), un
intermediario inestable que puede existir en diversas
formas estereoisémeras. Una de estas formas origina,
por oxidacién, la cianiding. Se supone que la enzima
responsable va unida a una glucosiltransferasa, puesto
que ¢l producto final ¢s siempre un pigmento glicosi-
lado, en el caso mas simple la cianidina 3-glucésido.
Las restantes antocianidinas, unas 270, se forman de
manera similar.

4-cumaroil CoA (61)

+ 3 maionil CoA

Calcona isomerasa

HO s /O\\
S, Naringenina {63)
QOH 0]
OH
+ 0 y GH
A

HO
o - O‘*\N\w““ S

ey r +0
|

OH 0
Eriadictiol (64)
OH
OH
HO e}
—_——
+2H
\OH
i
OH OH

Leucocianidina {66)

OH
.OH
s
HO\ 0 \ F
AN
OH
OH 0
Dihidroguercetina (65)
OH
OH
/
0Glu

Cianidina 3-glucosido (44}

Figura 17-13. Biosintesis de la antocianidina cianidina 3-glucésido.
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3.5. Un caracter general de la biosintesis
de los compuestos fendlicos es la
capacidad de estos compuestos para
experimentar el llamado acoplamiento

oxidativo de los fenoles

Por la accidn de peroxidasas, el hidrégeno del grupo
hidroxilo de un fenol se separa ficilmente, origindndo-
se asi radicales fenolato libres muy reactivos. Estos ra-
dicales estdn en equilibrio con las formas mesomdéricas,
las cuales experimentan entre si el acoplamiento orfo-
orfo, para-para u orto-pard. El proceso de acoplamiento
de radicales libres de fenilpropanoides, concretamente
de los alcoholes coniferilico, 4-cumarilico o sinapilico
(derivados de los correspondientes dcidos cindmicos), es
la ctapa (inal de la biosintesis de las ligninas. donde se
forma un polimero al azar sobre la matriz de celulosa de
la parcd de 1a célula vegetal (véase Capitulo 1). El aco-
plamiento oxidativo de los fenoles os también esencial
para la formacidn de los lignanos y los taninos conden-
sados, entre otros compuestos fendlicos. En las Figuras
[7-14 y 17-15 estin representadas, respectivamente, la
formacion de radicales del alcohol coniferilico en la
biosintesis de ligninas y la dimerizacidn de este alcohol
para dar origen a un lignano, el pinorresinol (67).

Finalmente, otro cardcter general de los compuestos
lendlicos es que la mayoria de ellos se halla en [orma
conjugada en la planta, principalmente con un resto de
azicar unido a uno 0 mas grupos fendlicos. La variedad
de formas conjugadas es considerable, y esto dificulta
la caracterizacién quimica de estos compuestos. Entre
los monosacdridos asociados con los compuestos lend-
licos figuran glucosa, galactosa, arabinosa (en la forma
pirano o furanoe), ramnosa, xilosa, manosa vy los dcidos
glucurdnico y galacturdnico. Ademads, estos aztcares
pueden encontrarse como combinaciones de di-, tri- o
tetrasacaridos.

4. ALCALOIDES

Los alcaloides, a diferencia de la mayoria de los otros
grupos de preductos naturales, son quimica y biologica-

mente muy heterogéneos, censtiluyendo el grupo de
sustancias vegetales secundarias mds representativo,
numeroso y diverso. Debido a su diversidad, los alca-
loides son muy dificiles de definir de forma gencral y
precisa. No obstante, los alcaloides presentan unos ca-
racteres comunes que los diferencian de los demads
compuestos secundarios: son moléculas organicas mas
o menos complejas, de cardeter basico por la presencia
en ¢llas de uno o mas atomos de nitrégeno formando
parte de un heterociclo; se sintetizan de aminodcidos o
de sus derivados inmedialos; su presencia en las plantas
esti limitada a determinados grupos taxonomicos; fi-
nalmente, son sustancias mds o mcnos Oxicas, prefe-
renlemente activas sobre el sistema nervioso central.
Sin embargo, existe una variedad de compucstos secun-
darios que, aunque no cumplen todas las caracteristicas
mencionadas, se incluyen en este amplio grupo de com-
puestos naturales.

Los alcaloides experimentan frecuenlemente un me-
tabolismo activo y no son en ese caso, productos fina-
les. Asi, se ha observado quc la vida media de estos
compuestos es muy variable; por ejemplo, en la tomati-
na es de 6 dfas, mientras que en la morfina y la ricinina
es tan solo de 7 v 4 horas, respectivamente. Este hecho
es la causa de las fluctuaciones que se observan cn su
concentracion a lo largo det dia; en el caso de 1a morti-
na, su maxima acumulacidn ticne lugar al mediodia
que, consccuenicmente. es el mejor momento para la
recoleccion del opio.

La importancia de los alcaloides para Ta planta que
los produce radica cn que constituyen reservorios de ni-
trégeno para la misma: a la vez, pueden actuar como
sustancias alelopaticas o comeo disuasorios alimenta-
rios, con lo que contribuyen a la defensa del vegetal
frente a la competencia con otras especies vegetales o ¢l
ataque de determinados patdgenos o depredadores.

Exisle una relacion directa entre la complejidad de la
cstructura quimica del alcaloide y su distribucién en cl
reino vegetal; asi, la gramina (68), un alcaloide de es-
tructura simple, estd mucho mds amphamente distribui-
do que la estricnina (69), alcaloide muy complejo que
solo se encuentra en algunas especies de Stryveluios.

Segun su estructura molecular y ongen biosiniético,

(|2H20H (‘:HEOH C‘.‘H?OH CH,OH CH,0OH
CH CH CH CH ‘CH
/ 7 a
HC HC HC HC
. /L\
Peroxidasa ( Q: ‘ ) N p ‘ ;
—_—— B ——
A A '
OMe _) CMe CMe CMe E COMe
OH Q- OH OH CH
Alcohal coniferilico Radicales

Figura 17-14. Formacion de radicales del alcohol coniferilico en fa biosintesis de ligninas.
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Figura 17-15.

los alcaloides se clasitican en tres categorfas principa-
les: alcaloides verdaderos, protoalcaloides v pseudoal-

caloides.
CH,
. I|\I/
[
: 1
N CH,
H

Gramina {68)

H RN N

Estricnina (69)

4.1. Los alcaloides verdaderos son
compuestos que poseen un atomo
de nitrogeno formando parte
de un heterociclo

En general, los alcaloides verdaderos sc sintetizan a
partir de una amina bidgena formada por descarboxila-
cién de un aminedceido, por lo que el dlomo de nitrége-
no del aminodcido contribuye a la formacién del hete-
rociclo.

Aunque los diferentes alcaloides presentes en el rei-
no vegetal se originan por rutas biosintéticas diversas,
la formacidn de la estructura N-heterociclica principal
tiene lugar a través de reacciones de ciclacion comunes

Pincrresinol (67)

Dimerizacion del alcohol coniferilico para dar origen a un lignano.

a todos ellos. Los principales reacciones de ciclacion
somn:

* Formacion de bases de Schitt. Las bases de Schiff
{azometinas) se forman, espontineamente o me-
diante sistemnas enzimdticos. a partir de una molé-
cula con un grupo carbonilo (aldehide o cetona) vy
una aming primaria o secundaria. Los compuestos
con el grupo carbonilo provienen de aminas, por
transaminacion, aunque también pucden formarse
i partir de acctato/mevalonato.

® Reaccidon de Mannich. Esta reaccidn tience lugar
entre una amina. un grupo carbonilo (aldehido o
cetodcido) v una molécula con un hidrégeno acidi-
¢o. La reaccion de Mannich puede producirse es-
pontineamente o ser catalizada por enzimas.

* Formacion de lactamas. Provicnen de la union en-
zimdtica de un dcido activado y una amina. La for-
macidn de lactama parcce estar restringida princi-
palmente a la biosintesis de dioxopipcracinas y
alcaloides gue contiencn enlaces peptidicos. Una
activacién del grupo carboxilo de un aminoicido
con ATP o CoA es necesaria antes de la reaccidn,
como para las otras formaciones de enlace peptidi-
¢o no ribosomicas,

Una vez formada la estructura principal de la molé-
cula, los pasos biosintéticos sucesivos dependen. 16gi-
camente, del alcaloide que se sintetice. Sin embargo,
debido a la habitual complejidad estructural de los alca-
loides, muchos de ellos poseen caminos biosintéticos
que alin no estdn totalmente establecidos, a pesar de los

~ N
SC=0+HN- —= “C=N-1H,0

Aldehido  Amina
o cetona

Base de Schiff
primaria {aldimina o cetimina)

Figura 17-16. Formacion de bases de Schiff.
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{1206 29)

Producto de condensacian

Figura 17-17. Reaccion de Mannich.

numerosos estudios que actualmente se estdn llevando a
cabo acerca de este amplio grupo de metabolitos sccun-
darios. Dada la extension del libro, y debido a que los
alcaloides se forman por rutas biosintéticas muy diver-
sas, en este capitulo s6lo se tratardn aspectos fundamen-
tales de cstas rutas.

La nccesidad de una mayor o menor diferenciacion
estructural para la formacion de un alcaloide depende
de la natraleza quimica del mismo. La biosintesis de
alcaloides tienc lugar dnicamente en céluias de deter-
minados lejidos u drganos especificos del vegetal; asi,
por ejemplo, mientras que la nicotina (7() se sintetiza
en las dreas meristematicas de la raiz, los alcaloides del
opio sdlo se forman en vasos laticiferos. A su vez, algu-
nos alcaloides sc acumulan en los lugares de sintesis.
mientras que otros son transportados a otros tejidos
donde, ademds de acumularse. pueden experimentar
posteriores transformaciones; por ejemplo, en Datura
stramonium, k hiosciamina (71} se sintetiza en la raiz
pero es transportada a las hojas donde pucde convertir-
se en gscopolamina (72).

4.1.1. Usualmente, los alcaloides verdaderos
se agrupan segun los aminodcidos

de que proceden

Loy grupos mds representativos de alcaloides verdade-
ros son los derivados de ornitina y lisina (Fig, 17-19);
de los aminodcidos arométicos fenilalanina y tirosina
{Fig. 17-21) y del aminodcido aromitico triptéfano y
una parte derivada del dcido mevalénico (Fig. 17-23).
Ademds, algunos de cstos alcaloides también derivan
del acido antranilico (73) o del dcido nicotinico (74).

COOH

NH,

Acido antranilico (73} Acido nicotinico {74}

4.1.2. Alcaloides derivados de ornitina y lisina

Los principales tipos estructurales estin representados
en la Figura 17-19 e incluyen los alcaloides caracteriza-
dos por la presencia de anillos de pirrolidina, piperidi-
na, pirrolicidina, quinolicidina y piridina. En general, el

R N 0
H H \[/
R—C—COOH —= R—C—CO—X —»
| |
/\N R

NH; NH, O

Figura 17-18. Formacion de lactamas.

proceso quimico implicado en la biosintesis de los alca-
loides de este grupo es relativamente sencillo. e implica
la formacion de una base de Schiff a partir del aminoal-
dehido (75) (derivado en la reaccion de ornitina) y subsi-
guientes condensaciones de tipo Mannich (Fig, 17-20).

B
‘ﬁ .
) "~ COOH /|7COOH
H N HNT "y H

H;N H,N
Ornitina (76) Lisina (77)

Alcaloides de pirrolidina

Se destaca en este tipo de alcaloides la higrina (78),
aislada de Ervthiroxvium truxillense (que también con-
tiene cocaina, 79) v probablemente biosintctizada a par-
tir de la reaccrdn representada en la Figura 17-20. don-
de la cadena lateral (R deriva del acetilCoA (2).

Por una extensidn de la ruta descrita para la biosinte-
sis de higrina (Fig. 17-20). se forman los alcaloides tro-
panicos. caracterizados por poseer el sistema anillado
biciclico del tropano (80). Ejemplos tipicos de alcaloi-
des tropdnicos son hiosciamina (cuya forma racémica
es la atropina) v escopolamina (derivado 6,7-cpoxido
de la hiosciamina), abundanies en especies de Atropa,
Datura, Duboisia, Hyoscvamus y Scopolia, y amplia-
mente utilizados en medicina como anticolinérgicos.
Otro alcaloide tropdnico, probablemente de mayor inte-
rés farmacologico, es la cocaina (79). Este alcaloide,
caracteristico del género Ervthroxvion, tiene propieda-
des anestésicas y fuertemente narcoticas.

!\I—CH3

i
I
&

1]

Tropano (80)

Alcaloides de piperidina

Un numero de estos alcaloides se forma a partir de la
lisina por una ruta andloga a la descrita para los alcaloi-
des de pirrolidina (Fig. 17-20). Un ejemplo cldsico es la
isopeletierina (81), aislada de Punica granatum, Witha-
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i Higrina (78}

Pirrolidina CH,COCH; N
CH,
COOCH,
’ 0
H\ .—OH / \ H\ L-——0H _.)k
N—CH, )0 . 0 N—CH; ;---0 - N—CH; CeH
\[‘K\CBHE \ WK\CEHE sHs
0 o)
Hiosciamina (71} Escopolamina {72} Cocaina (79}
Piperidina Isopeletierina (81}
CH,COCH; N
- H
HG CH,OH
Pirrolicidina Retronecina (82)
CH,OH
Quinolicidina N
Lupinina (84) Esparteina (85)
Piridina - N - N
| H
Sy CHy s,
N N
Nicotina {70) Anabasina (87)
Figura 17-19. Alcaloides derivados de crnitina v lisina. Las lineas de trazo grueso indican las partes originarias de los

aminoacidos.

nia somniferum y especies de Sedwm. Este alcaloide es
slo ligeramente téxico, y las plantas que lo acumulan
no se pueden vincular al envenenamiento de seres hu-
manos. La isopeletierina es un antihelmintico eticaz.

Formacion
(—>7 base de Schiff // \E @
H—m7—MMM—
HN O T ‘gw T R
R R
R=HGdCH,

Figura 17-20. Proceso quimico implicado en la biosintesis
de muchos alcaloides derivados de ornitina vy lisina.

Alcaloides de pirrolicidina

Estos alcaloides, de los que la retronecina (82) es un
ejemplo tipico, son abundanies en especies de Senecio
y Heliotropium. El anillo de pirrolicidina de estos alca-
loides s¢ forma a partir de ornitina via su producto de
descarboxilacién, la diamina putrescina (83} (véase Ca-
pitulo 22). Los alcaloides de pirrolicidina son hepatotd-
xicos. Los efectos toxicos de estos alcaloides son acu-
mulativos y, frecuentemente, los sintomas no aparecen
hasta después de semanas o meses de la ingestion. Sin
embargo, a grandes dosis causan convulsiones y una
muerte rdpida. En general, actian como disuasorios ali-
mentarios.
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H,N NH, H,N  HN

Putrescina (83) Cadaverina (86}

Alcaloides de quinolicidina

Estos alcaloides, caraclerizados por poseer uno o dos
sistemas de quinolicidina, se encucntran particularmen-
te en especies del género Lupinus. Los alcaloides mas
representativos de este grupo son la lupinina (84), con
un sistema quinolicidina, y la csparteina (85), con dos
sistemas quinolicidina. La espartefna se utiliza en medi-
cina como antiarritmico. .

Estudios de marcado han permitido comprobar que
lupinina y esparteina se forman enteramente de lisina
via cadaverina (86), participando respeclivamente dos y
tres moléculas de la diamina. Todos estos alcaloides
son téxicos, pero también amargos, por ello pueden ac-
tuar como disuasorios alimentarios de mamiferos e in-
5eClos.

Alcaloides de piridina

Entre los alcaloides de este tipo tfiguran la nicotina (7¢)
y la anabasina {87), presentes en las especies de Nico-
tiana. Como se ha indicado, la ormitina da lugar al ani-
llo de pirrolidina de nicotina. mientras la lisina es el
precursor del anillo de piperidina de anabasina. El ani-
Ho de piridina de estos alcaloides deriva del dcido nico-
tinico (74). Ademds dec una poderosa actividad sobre el
sistema nervioso central, la nicotina posce también acti-
vidad insecticida, sicndo utilizada comercialmente con
cste fin. En la planta puede actuar como disuasorio ali-
mentario para insectos.

4.1.3. Alecaloides derivados de fenilalanina
y tirosina

Los principales tipos de alcaloides derivados de fenila-
lanina (58) y tirosina (88) estdn representados en la Fi-
gura 17-21, e incluyen los alcaloides de isoquinolina,
de bencilisoquinolina y de Amaryilidaceae. Por lo ge-
neral, los precursores reales son los productos de des-
carboxilacidn de los aminodcidos, es decir, la dopamina
(3.,4-dihidroxifeniletilamina) (89), o los dcidos artlpird-
vicos, como el fenilpirdvico (57) derivado de la fenila-
lanina por transaminacién. Las etapas iniciales de la
mayor parte de las rutas biosintéticas que conducen a la
formacidn de este grupo de alcaloides son similares a la
representada en la Figura 17-22, pero existe una consi-
derable diversidad en las respectivas etapas finales.

Alcaloides de isoquinolina

Muchos de los alcaloides del peyote (Lophophora wi-
Hiamsii), entre ellos la pellotina (90), poseen el anillo
de la tetrahidroisoquinolina. La biosintesis de estos al-
caloides es rigurosamente andloga a la mostrada en la
Figura 17-22. Por esta ruta quimica también se originan
los precursores de los alcaloides bencilisoquinolinicos,
gue se describen seguidamente. Otros diversos tipos de
alcaloides también derivan de los precursores de benci-
lisoquinolina; éstos mcluyen las protoberberinas, de las
cuales la berberina (91) es un buen ejempio. Este alca-
loide es un agente baclerioestitico y bactericida. Parcce
que la berberina endégena inhibe ¢l crecimiento de la
célula vegetal. Asi, los rizomas de Coptis juponica
que contienen el alealoide crecen lentamente. requi-
riendo por lo general unos 13 afios para alcanzar la
madurez. También se ha comprobado ¢l importante
efecto inhibidor de la berberina sobre Ia germinacion de
las semillas.

Alcaloides de bencilisoquinolina

En este grupo se halla la papaverina (92), la tchaina
(93), la codeina (94) y la morfina (95), alcaloides prin-
cipales de Papaver somniferum. La papaverina, la co-
defna y la morfina son importantes principios activos de
medicamentos. La tchaina, aunque no tiene accidn far-
macolégica, tiene interés para la industria por su ficil
conversion en codefna. La morfina es el constituyente
activo principal del opio comercial, el cual contieng,
referido a peso seco, cerca de un 1% de cste alcaloide
vy un 25 % de alcaloides totales. En el hombre, Ta morfi-
na ejerce un marcado efecto analgésico v narcético. La
heroina o diacetil-morfina. un derivado sintético de la
morling, es el mds peligroso de todos los farmacos que
crean adiccion.

En Papaver somaiferum, la morlina s¢ metaboliza
a normorfina (sin grupos metilo). que posteriormente
es degradada. Debido a que la sccuencia de reacciones
que conduce de tebaina a morfina también conlleva una
serie de desmetilaciones, se ha sugerido que estos al-
caloides pueden actuar como agentes alguilantes endé-
gcnos. Es evidente que el alto porcentaje de transfor-
macidn in vive de lebaina y morfina proporciona un
cxcelente ejemplo para reconsiderar la idea generaliza-
da de que los alcaloides son productos terminales del
metabolismo.

Alcaloides de Amaryllidaceae

Son alcaloides casi exclusivos de la familia Amarvilida-
ceae. Experimentos con compuestos marcados han de-
mostrado que la O-metilnorbelladina (96) es un precur-
sor comun de eslos alcaloides, entre los que figura la
licorina (97), un eficaz disuasorio de insectos. Se ha
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Licarina (97) O-Metilnorbelladina (96)

Figura 17-21. Alcaloides derivados de fenilalanina y tirosina. Las lineas de trazo grueso indican las partes originarias de
los aminoacidos.

comprobado que la tirosina es incorporada en O-metil- 4.1.4. Alcaloides biosintetizados

norbelladina como tiramina (el producto de descarboxi- del triptofano

lacidn del aminodcido), micntras que la otra parte de la

molécula la proporciona una unidad C,-C, que deriva El triptofano (98) es el precursor de un gran nimero de
de la fenilalanina. alcaloides que se caracterizan por la presencia de un
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Pellotina (90)

e

oH COH Me

Figura 17-22. Etapas iniciales en la biosintesis de los alcaloides de isoquinolina.

nucleo indol (99). Frecuentemente, en ¢l anillo indol se
incorporan una o dos unidades C, derivadas del acido
mevalonico (3), lo que origina alcaloides de estructura
mas compleja. Ademds, el anillo indol pucde abrirse
para originar, después de otra forma de cierre del anillo,
el sistema quinolina (100), propio de algunos alcaloides
de Chinchona, como la quinina (101},

COOH
NH,
N N
H H
Triptofano {98) Indol {99}
T
/
N
Quineclina (100)

Alcaloides indolicos simples

El alcaloide fisostigmina (102), del haba del Calabar
(Physostigma venenosum), es representativo de esta
clase de alcaloides inddlicos. La fisostigmina deriva del
triptéfano, via la formacién de su amina bidgena, la
triptamina (104). La fisostigmina es extremadamente
toxica y puede causar la muerte en el hombre por pari-
lisis respiratoria. Este alcaloide es un inhibidor de la
acetilcolinesterasa, la enzima que destruye la acetilcoli-
na una vez que este compuesto ha sido utilizado para
transmitir el impulso nervioso, y por cllo se emplea en
medicina como agente anticolinesterdsico. En la planta,

la fisostigmina actia como disuasorio alimentario para
los depredadores.

NH,

Triptamina (103)

Alcaloides inddlicos complejos

Como se ha indicado, muchos alcaloides incorporan
en su estructura una unidad derivada del triptéfano
y otra derivada del dcido mevaldnico. Entre ellos fi-
guran los alcaloides del cormezuelo y de Catharanthus,
y otros como la estricnina (69) y la quinina (101) pre-
sentes, respectivamente, en especies de Strychnos y
Chinchona.

En hongos del género Claviceps, particularmente cn
el cornezuelo (el esclerocio de C. purpurea) y también
en especies de Convolvulaceae (es decir, en plantas su-
periores), se encuentran alcaloides que se caracterizan
por su estructura de ergolina. Entre los alcaloides de
ergolina figuran los derivados del dcido lisérgico (104),
cuya dietilamida es el potente alucinégeno LSD.

Catharanthus roseus sintetiza un gran ndimero de al-
caloides inddlicos complejos de triptéfano y una unidad
monoterpenoide (C ) como moléculas de partida. Estos
alcaloides presentan tres tipos estructurales bdsicos,
simbolizados por vindolina (105), catarantina (106} y
ajmalicina (107). Ademads, esta especie vegetal sintetiza
alcaloides diméricos, importantes en medicina por sus
propiedades antiturnorales. Dos de los més valiosos far-
macos en la quimioterapia del cancer, la vinblastina y la
vincristina, pertenecen a esta clase de alcaloides dimé-
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Figura 17-23. Alcaloides derivados del triptéfano. Las lineas de trazo grueso indican las partes originarias del aminoa-

cido.

ricos. Su sintesis in vive implica el acoplamiento de los
monomeros vindoling y la catarantina.

La estricnina, un alcaloide muy tdxico, se encuentra,
segiin se ha indicado, en algunas especies de Strychnos.
Es improbable que sus propiedades toxicas sean titiles
para estas plantas, pero su intenso sabor amargo (per-
ceptible a una dilucién de una parte de estricnina en
500 000 partes de agua} le confiere propiedades como
disuasorio alimentarto de depredadores. Este alcaloide,
en pequefias dosis, estimula la actividad mental y mus-

cular y, por ello, se utiliza en medicina para combatir el
estupor debido a la morfina y a la sobredosis de farma-
cos con efectos depresivos.

Finalmente, son de destacar los alcaloides estereoisd-
meros quinina y quinidina (108), caracterizados por la
presencia del anillo de quinolina (100}, que se encuen-
tran principalmemte en especies del género Chinchona.
La quinina es utilizada como agente antipalddico, parti-
cularmente en los casos resistentes (que no responden
al tratamiento con farmacos de sintesis), y también
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como amargo. La quinidina se utiliza como agente an-
tigrritmico en ¢l tratamiento de ciertas alteraciones car-
diacas. ?

4.2. Los protoalcaloides son generalmente
aminas aromaticas

Derivan de aminodcidos o aminas bidgenas, pero, a di-
ferencia de los alcaloides verdaderos, el nitrdgeno se
halla en una cadena alifdtica y no cn un sistcma hetero-
ciclico, excepto cn el caso de que el precursor sea el
triptofano. Su sintesis conlleva una descarboxilaciéon
del aminodcido precursor que da lugar a las respectivas
aminas simples, de las que, mediante modificaciones
estructurales, sc producen los diferentes protoalcaloi-
des. En este grupo destacan los alcaloides colchicina y
taxol, entre otros.

CH;0
--NH—COCH,
CH;0
OMe
0
OMe
Colchicina (109}
0
AcO OH
li-ISCSCONg CH,
HsCG/\I/KO L N
OH 5 o
: AcO’ 1
OCOCH,

Taxol {110}

La colchicina, aislada de Colchicum autumnale, tie-
ne la capacidad de inducir la formacién de pohiploides
al ocasionar duplicacion del nimero de cromosomas;
recientemente ha sido evaluada como agente anticance-
rigeno, pero parece resultar demasiado téxica para uso
clinico. Contrariamente, el taxol es uno de los agentes
anticancerigenos mas utilizados actualmenie en medi-
cina. Este alcaleide diterpénico, aislado de diferentes
especies de Taxus, cs portador de una cadena lateral
derivada de la fenilalanina, la N-benzoil-(2R,35)-3-fe-
nilisoserina. La accidn anticancerigena del taxol radi-
ca en sus propiedades antimitdticas. Este alcaloide sc
une a los microtibulos e inhibe su despolimerizacién,
lo que bloquea la divisidén y el desplazamiento celula-
res.

4.3. Los pseudoalcaloides se forman por
incorporacion posterior del nitrogeno
en compuestos libres de este elemento

Los pseudoalealoides que, a pesar de presentar un ni-
trogeno heterociclico, aparentemente no estin relacio-
nados con los aminoicidos. Se forman por la adicidn de
compuestos de amonio o nitrégeno libre a estructuras
terpénicas o derivadas de policétidos. Entre ellos cabe
destacar algunos alcaloides del género Solanum (este-
rofdicos); la aconitina (diterpénico) v la coniina (deri-
vado de policétidos). La aconitina (17), caracteristica
de especies de Aconitum y Delphinium, es altamente
tgxica para los animales. La coniina (111), un compues-
to de estructura relativamente simple aistado de la cicu-
ta {Conium maculatum), es un conocido veneno de cu-
yos efectos Platdn hace una dramadtica referencia en su
libro Phaedo por ser los causantes de la muerte de S6-

crates.

N/\CHZ—CHz—CHa
H

Coniina (1%1)

RESUMEN

Historicamente, los procesos por los que se generan
compuestos vegetales han sido separados en metabolis-
mo primario y secundario. Sin embargo, de acuerdo con
los conocimientos actuales, esta distincidn puede consi-
derarse arbitraria, puesto que en muchos casos no hay
una divisién definida entre metabolitos primarios y se-
cundarios.

La definicidn, antes popular, de un metabolito secun-
dario como carente de un papel indispensable en la
planta y no omnipresente, ya no es aplicable, Se sabc
ahora que hay metabolitos secundarios muy necesa-
rios para la vida de la planta, ya que muchos de cllos
proporcicnan un mecanismo de defensa frente al ataque
de bacterias, virus y hongos anilogo al sistema inmuni-
tario de los animalcs. Por otra parte, compuestos forma-
dos en las rutas del metabolismo secundario son csen-
ciales para las plantas. Ejemplos de ello son los
esteroles constituyentes de las biomembranas, el poli-
mero estructural lignina y muchas fitohormonas. Ade-
mds, debido a que los metabolitos secundarios derivan
biosintéticamente de los primarios y que, en cada caso,
cl precursor es utilizado también para la biosintesis de
otros metabolitos primarios (p. ¢j., los aminodcidos
son precursores de los alcaloides verdaderos y de las
proteinas), los dos tipos de metabolismo estian interco-
nectados en una extension que todavia hace mds dificil
el establecimiento de una clara division entre ambos.



El nimero vy la diversidad de metabolitos secundarios
han despertado, durante muchos afios, el interés de los
cientificos. Signtfican diversidad en muchos sentidos:
de moléculas quimicas y de fuentes de estos mctaboli-
tos. En algunos casos los metabolitos secundarios tie-
nen un alto valor comercial, principalmente, por la di-
ficultad de producirlos por sintesis quimica. Las
- moléculas bioldogicamente ttiles suelen ser usualmente
estereoisomeros especificos, y los métodos de sintesis
quimica suelen producir estereoisémeros no deseados,
impurezas de reacciones laterales y trazas de reaccio-
nantes. La capacidad de las plantas para producir estos
compuestos cn cantidades considerables vy en estado
puro es utilizada por el hombre mediante el cultivo a
gran escala de la variedad productora y la subsiguiente
extraccion de los compuestos deseados. Asimismo. la
produccién de metabolitos secundarios de alto valor co-
mercial mediante el cultivo vegetal in vitro constituye
una parte tmportante de fa biotecnologia vegelal.
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PROBLEMAS Y CUESTIONES

1. Indiqucnse tres posibles maneras de actuar de los meta-
bolitos secundarios en las relaciones de la planta pro-
ductora con los otros organismos de <u medio natural.

2. ;Qué relacion existe entre los metabolitos secundarios y
las protefnas de especializacion?

3. Indiguense los precursores mds importantes de los dife-
rentes grupos de metabolitos secundarios.

4. Indiquense algunos metabolitos de naturalerza isoprenoi-
de que ejercen funciones primarias en la planta.

5. ;Qué compuestos terpénicos se forman por unidn de ca-
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beza a cola y cudles por unidn de cola a cola de otras
moléculas isoprenoides mds pequehias?

6. ;Qué semejanzas v diferencias existen entre esteroides y
brasinoesteroides?

7. De la variedad de pigmentos producidos por las plantas
por rutas secundarias. indéquense algunos con funciones
primarias ¥ otros con funciones simplemernte ecoldgi-
cas?

8. ;En qué grupe de metabolitos secundarios concurren
dos rutas fundamentales de sintesis comunes a este me-
tabolismo?

9. En funcidn del modelo de hidroxilacién del producto
fendlico. ;cémo cs posible determinar por qué ruta ha
sido biosintetizado?

10.  ;Cémo actuaron ciertos polifenoles en la evolucidn y el
desarrollo de las plantas?

11.  ;Cudles son los caracteres que distinguen los alcaloides
de otros grupos de metabolitos secundarios?

12.  Indigucnsc los rasgos esenciales que distinguen a los al-
caloides, protoalcaloides y pseudoalcaloides,

13.  Desceriba las principales reacciones de ciclacion en los
alcaloides.

14. Indiquese algdn alcaloide en cuya constitueton figuren
derivados del triptdéfano y del dcido mevaldnico.
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INTRODUCCION AL DESARROLLO.
CONCEPTO DE HORMONA VEGETAL

Juan Segura

1. Terminologia y conceptos basicos. 2. Ciclo vital de {as plantas. 3. Formacion del cuerpo de la planta. 4. Organlzacmn
estructural y funcional de los meristemos apicales. 5. Introduccién a las hormonas vegetales.

1. TERMINOLOGIA Y CONCEPTOS BASICOS

En sentido figurado, cualquier organismo puede com-
pararse con una computadora en la que se ejecuta, de
forma secuencial, una serie de programas de desarrolle:
embriogénesis, estado juvenil, fase reproductora, senes-
cencia y muerte, Aungue las plantas también cumplen
esta secuencia de eventos, sus programas dec desarrollo
muestran una gran plasticidad, lo cual se traduce en una
amplia variedad de formas y hdbitos de crecimiento.
apreciable tanto al comparar cspecies distintas como in-
dividuos de la misma especie o clones mantenidos bajo
condiciones ambientales diferentes. La plasticidad en
los programas de desarrollo de las plantas es una conse-
cuencia cvolutiva de su adaptacién a un hdbito fijo de
vida autétrota, en el que los drganos aéreos utilizan di-
rectamente la encrgia luminosa v las raices adquieren
agua y nutrientes minerales del suclo. En este marco,
las plantas deben crecer asegurindose, de forma conti-
nuada, un aporte adecuado de materia y energia.

1.1. El desarrollo es el proceso que construye
la planta

En el parrafo anterior se han introducido términos tales
como crecimiento y desarrollo que, necesariamente, de-
bemos definir, mdxime cuando en la literatura cientifica
no existe una terminologia rigurosamente estandarizada
aplicada a los fenémenos del crecimiento y desarrollo
de las plantas. Entendemos por desarrollo el conjunto
de eventos que contribuyen a la progresiva elaboracién
del cuerpo de la planta y que la capacitan para obtener
alimento, reproducirse y adaptarse plenamente a su am-
biente.

El desarrollo comprende dos procesos basicos: creci-

miento v diferenciacion. El crecimiento denota los
cambios cuantitativos que tienen Jugar durante el desa-
rrollo, mientras que la diferenciacién se reflicre a los
cambios cualitativos. El desarrollo se considera sindni-
mo de morfogénesis. El desarrolle (o morfogénesis)
puede, por lo tanto, definirse como el conjunto de cam-
bios graduales y progresivos en tamaiio (crecimiento),
estructura y funcidn (diferenciacién) que hace posible
la transformacion de un cigoto en una planta completa.
Esta definicion también es aplicable al desarrollo de un
organo, un tejido o, incluso, una célula.

Aungue la terminologia que hemos adoplado tiene la
virtud de unificar conceptos (desarrollo y morfogéne-
sis), otros investigadores consideran que el desarrollo
comprende tres procesos interrelacionados: crecimien-
to, diferenciacién y morfogenesis. Segiin este punto de
vista, la morfogénesis es el proceso que integra y coor-
dina crecimiento y diferenciacion, explicando el origen
de los caracteres morfoldgicos v la forma global del or-
ganismo.

1.2. La elongacion celular determina el
crecimiento de las plantas

El crecimiento se defline como un incremento irreversi-
ble en tamano o volumen. Esto significa que el creci-
micnto de las plantas se produce, fundamentalmente, a
través del alargamiento o expansion celular. Aunque al-
gunos investigadores sugieren que la division celular es
un proceso distinto que acompafia al crecimiento en los
tejidos meristemadticos, es mds correcto considerar que
el crecimiento incluye tanto division como expansion
de las células. De hecho, el crecimiento continuado de
las plantas requiere, con muy pocas eXcepciones, una
asociacion espacio-temporal de divisiones y expansio-
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nes celulares. No obstante, la division celular nunca es,
por si misma. un mecanismo de crecimiento ya que no
conduce, necesariamente, a un incremento en el tamafio
global de la estructura implicada. Por ¢l contrario, la
expansion de las células individuales siempre produce
crecimiento, El aislamiento, en Arabidopsis thaliana,
de los genes diminuto, 1-6C y stunted plant-1 (planra
achaparrada- Ty corrobora la conexidn entre expansion
celular y crecimiento. Las plantas con mutaciones ¢n
los mencionados genes presentan fenotipos enanos cau-
sados por una reduccidn general en cl tamafio de sus
células,

La expansion celular es, gencralmenle, un proceso
polarizado. En otras palabras. durante el crecimiento,
las células se expanden siguiendo una direccidn prede-
terminada, es decir, se elongan. Ello, obviamente, im-
plica la existencia de mecanismos capaces de establecer
la polaridad celular antes de que se inicie su clongacion
(véase apartado 3.1).

La rigidez de la pared celular condiciona el creci-
miento de las células vegetales y, por tanto, el dc todos
los drganos de la planta. Durante la elongacion, la pared
celular primaria pierde parte de su rigidez y se extiende
gracias a la fuerza generada por la presion de turgencia,
La entrada de agua concomitante permite que sc incre-
mente el volumen celular. La irreversibilidad del proce-
0 estd asegurada por una nueva ganancia de rigidez de
la pared celular. La elongacion celular estd regulada por
diversos factores, entre los que se incluyen algunas hor-
monas vegetales. Muy posiblemente, cl factor determi-
nante del proceso es la activacion de las expansinas,
proteinas presentes en las paredes celulares de los drga-
nos ¢n crecimiento que promueven la pérdida de rigidez
de las paredes celulares.

1.3. El ciclo celular y el tamano de las células
regulan las frecuencias de division celular

El control primarto de la division celular en las plantas
reside en el ciclo celular, que se define como la secuen-
cia de eventos biogquimicos y morfologicos (sintesis de
DNA y replicacidn de los cromosomas, mitosis y citoci-
nesis) que conducen a la generacién de dos célulay hi-
jas. Cuando las células se dividen repetidamente, hay un
intervalo de tiempo (la interfase) entre cada evento mito-
tico. La interfase se subdivide en tres fases diferenciadas,
delimitadas por la sintesis del DNA: 1) fase de presinte-
sis (fase G1, del inglés gap= brecha); 2) fase dc sintesis
del DNA (fase §) y 3) fase de postsintesis (fase G2).
El ciclo celular estd regulado por controles internos y
externos. En las plantas existen, como minimo, dos
puntos de control interno del ciclo celular. El primero
reside en la fase Gl y determina si la célula inicia una
nueva replicacién del ADN o abandona el ciclo. El se-
gundo se sitia en la fase G2 y determina si las células
entran o no en mitosis. En la regulacién de ambos pun-
tos de control participan las ciclinas, proteinas sinteti-

zadas durante el ciclo celular, y los productos de una
serte de genes denominados CDC (del inglés cell divi-
sion cycle). La mayoria de los productos de los genes
CDC son quinasas que sc activan (fostorilan) al unirse
con ciclinas especificas. Por ello, estos preductos géni-
cos también se denominan quinasas dependicntes de ci-
clinas {CDK. del inglés cyclin-dependent kinases).

El ciclo celular también estd bajo el contrel de una
serie de estimulos externos que determinan cuindo y
dénde deben realizarse las divisiones celulares. Algu-
nos de estos estimulos son de cardcter hormonal. Por
ejemplo, una seric de datos experimentales demuestra
que las auxinas y citoquininas participan en la regula-
cion del ciclo celular (véasc Capitulo 21). En los verte-
brados, la salida del ciclo (interrupcién de la division
celular) estd regulada por inhibidores de las proteinas
CDK. Aunque estos compuestos también han sido iden-
tificados en plantas (por gjemplo, inhiben la mitosis du-
rante el desarrollo del endospermo del maiz), no pare-
cen ser los tnicos agentes responsables de la regulacion
dc la division celular. A tal respecto, se ha wdentificado
un gran nimero de genes cuyos produclos antagonizan
la multiplicacién celular en puntos especificos de rutas
particulares del desarrollo.

La frecuencia de divisiones celulares también esti
controlada por el tamafio de las propias células, por
cuanto €stas solo se dividen cuando alcanzan un volu-
men predeterminado. Este mecanismo estd perfecta-
mente definido, incluso a nivel genético, en las levadu-
ras, donde la duracién del ciclo celular es inversamente
proporcional al tamafio de ia ¢élula en el momento de
su generacion, Un comportamiento similar se ha obser-
vado en algunas células vegetales que sufren una divi-
sion celular muy desigual. En tales casos, la célula mds
voluminosa entra en mitosis antes que la de menor ta-
mafio. Si se asume como vélido este mecanismo de con-
trol, puede sugerirse que la ruta por defecto de las célu-
las capaces de elongar es la division celular. Esta
hipétesis explicaria la complejidad del control de ia di-
vision celular en lag plantas, en las que se ha identifica-
do un gran nimero de gencs cuya misién basica es limi-
tar la frecuencia de divisiones celulares.

1.4. La diferenciacion conduce a
la especializacion de las células

El crecimiento, por si mismo, no produce un cuerpo or-
ganizado. Para que este cuerpo se desarrolle es necesa-
rio que las células se especialicen y lleguen a ser estruc-
tural y funcionalmente diferentes. El conjunto de
cambios quc hacen posible la especializacion celular se
denomina diferenciacién. Bdsicamente, la diferencia-
cién celular depende de la expresidn diferencial del ma-
terial genético. Las células diferenciadas retienen, por
lo tanto, toda la informacién requerida para regencrar
una planta completa, es decir, son totipotenies, una
propiedad muy poco frecuente en las células animales.
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La totipotencia celular puede demostrarse tacilmente
aplicando la tecnologia del cultivo in vitro de células y
tejidos vegetales. La proporcion de células del cuerpo
de la planta que mantiene su totipolencia varfa enire
especies ¢, incluso, entre variedades. La capacidad de
reproduccion vegetativa, esto es, la habilidad de organi-
zar nuevos meristemos (denominados meristemos ad-
venticios) a partir de organos precxistentes también es
dependiente del genotipo. Practicamente todos los or-
ganos de la planta, incluyendo raices. tallos y hojas,
pueden formar mcristemos adventicios de tallos o de
raices que emiten, respectivamente tallos o raices ad-
venticias. Entre los ejemplos mds Hamativos de esta ca-
pacidad merecen citarse la produccién de plintulas ec-
topicas en los margencs de las hojas de Kalanchoe
(Bryophylium) o la neoformacién de raices o tallos en
una gran variedad de esquejes o estaquillas, .

Aunque en ciertos casos puede haber crecimiento sin
diferenciacion (y viceversa), lo usual es que ambos pro-
cesos tengan lugar en (ntima asociacion. De hecho, el
desarrollo de un cuerpe organizado depende de la inte-
gracion del crecimiento y la diferenciacién.

1.5. La division celular y la comunicacion
entre células controlan la diferenciaciéon
celular

Uno de los problemas fundamentales de la biologia del
desarrollo es conocer los mecanismos que regulan la
diferenciacion de tipos celulares especializados en los
organismos pluricelulares. Para referirse a esie proceso
de especializacion, los cientificos utilizan los términos
competencia y determinacion (especilicacion del desti-
no celular).

La competencia es la capacidad de las células para
reconocer sciiales (hormonales o de otra naturaleza)
que activan una ruta particular de diferenciacion. Algu-
nos autores la consideran como una tase de transicién,
en la que las células pueden adquirir el estado de deter-
minacién. En dicho estado, las células sufren un cambio
en su cardcter interno que las «compromete» a seguir
una ruta de diferenciacién (un destino) genéticamente
programada. El estado de determinacién conlleva la
activacion de un «mecanismo de memoria», que se
mantiene incluso cuando las condiciones que indujeron
su adquisicidn son alteradas mediante manipulacion
ambiental.

Como consecuencia de sus distintas estrategias de
crecimiento, la determinacion y competencia celulares
no operan en las plantas con la misma extension y pre-
cisidn que en los animales. En las células vegetales, la
determinacién s menos estable y su adquisicién, mu-
cho mas gradual.

Las células vegetales pueden adquirir el estado de
determinacion mediante dos mecanismos: 1) division
desigual de una célula polarizada para generar dos célu-
las hijas que siguen destinos diferentes; y 2) comunica-

cion intercelular, que suministra la informacidn necesa-
ria para emprender una ruta de diferenciacién (un desti-
no) que es dependiente de la posicién ocupada por la
célula en el organismo.

Aunque las orientaciones en los planos de divisién
celular pueden explicar casos muy especificos de deter-
minacién (division asimétrica del cigoto, por ejemplo;
véase apartado 3.1), no parecen ser el mecanismo que
determina el plan basico del cuerpo de la planta. De
hecho, la existencia de divisiones celulares muy irregu-
lares cn ciertos mulantes de Arubidopsis thaliuna no
impide que todos los lpos celulares se formen en la
posicidn correcta.

Actualmente, existen pocas dudas de que las células
meristemadticas se diferencian de acuerdo con las posi-
ciones que ocupan y utilizan la comunicacidn intercelu-
lar para verilicar estas posiciones, As{, una célula del
suspensor puede dar lugar a un embridn, si el embrion
propiamente dicho cs eliminado. De manera similar,
una célula que entra en una nueva zona meristemadtica,
se diferencia de acuerdo con su nueva posicidn (véase
apartado 4,1.2).

El desarrollo de las plantas ¢s un proceso coordinado
e integrado a través de gran nimero de sefiales, entre las
que s¢ encuentran las hormonas. Por cjemplo, el trans-
porte polar de las auxinas (véase Capitulo 19) ¢n el em-
bridn globular es fundamental para el establecimiento
de la simetria bilateral del embridén. Sin embarge, no
hay pruebas de la participacion directa de las hormonas
en la determinacion de destinos celulares especificos.
El factor critico parece ser la comunicacion entre célu-
las adyacentes a través de plasmodesmos. De hecho, la
inyeccidn de colorantes fluorcscentes demucstra que
las células meristematicas de la raiz forman dominios
simpldsticos, que exhiben un clevado transporte via
plasmodesmos. Sin cmbargo, a medida que progresa la
diferenciacion, las capas de tejidos van perdiendo gra-
dualmente sus conexiones simpldsticas. Desgraciada-
mente, nuestros conocimientos sobre la naturaleza de
las sefialcs utilizadas por las células para comunic