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Resumen

Los tejidos fotosintéticos necesitan un eficiente sistema fotoprotector que sea capaz de disipar
el exceso de energia, ya que la sobreexcitacion del aparato fotosintético causa la destruccion de los
tejidos vegetales durante situaciones ambientales adversas (sequia, frio, luz, contaminacion...) a
través de la produccion de especies activas de oxigeno. Este sistema estd modulado por la actividad
del denominado ciclo de las xantofilas o ciclo VAZ que esta presente en todas las plantas vasculares.
Recientemente se ha encontrado otro ciclo que actta en paralelo al ciclo VAZ y que también esta
implicado en la disipacion energética, denominado ciclo luteina epdxido (ciclo Lx). A diferencia del
anterior este ciclo no esta presente en todas las especies vegetales. En este trabajo se muestra,
analizando la composicion pigmentaria de 47 especies lefiosas caracteristicas de los bosques
espafioles, que la luteina epdxido alcanza concentraciones fisiolégicamente relevantes tan solo en las
familias de las lauraceas y fagaceas. En especies de la familia Lauraceae, el ciclo Lx sustituye en
parte al ciclo VAZ, tanto en concentracion como en funcion, y asi la fotoconversion de Lx y de V se
correlacionaron con la méxima eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) contribuyendo al nivel de
fotoproteccion. Este hallazgo puede llegar a tener una cierta relevancia en el funcionamiento de los
ecosistemas forestales espafioles ya que las fagaceas son las especies dominantes
en la mayor parte de la superficie forestal espafiola. Pero ademéas
este mecanismo puede ser especialmente relevante en el caso de la
laurisilva macaronésica, ecosistema forestal dominado por las
lauréaceas.
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INTRODUCCION

Las especies forestales tienen que adaptar su aparato fotosintético a las condiciones
ambientales en las que se desarrollan. No solo los estreses ambientales como el frio, la sequia o los
contaminantes son perjudiciales para el sistema fotoquimico, el exceso de luz tanto por alta
irradiancia continuada como por destellos luminosos (sunflecks) también puede causar la destruccién
del aparato fotosintético. Cuando las hojas absorben mas luz de la que pueden usar en fotosintesis
deben disipar el exceso de energia en forma de calor. Este sistema, presente en todas las plantas, esta
modulado por la conversion de violaxantina (V) primero en anteraxantina (A) y después en
zeaxantina (Z), proceso llamado ciclo VAZ o ciclo de las xantofilas (DEMMING-ADAMS et al.,
1999; ADAMS et al., 2002).



Ademas del ciclo VAZ, en plantas superiores, existe otro ciclo no universal denominado ciclo
luteina epoxido (Lx), que fue descubierto en la planta paréasita Cuscuta reflexa Roxb. (BUNGARD et
al., 1999). Aunqgue la presencia de Lx esta bastante extendida entre las especies, su distribucion es
desigual entre los diferentes taxones (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2004). Recientemente se ha
demostrado que este ciclo es operativo en hojas de muérdagos de la familia Loranthaceae
(MATSUBARA et al., 2001, 2002, 2003) en especies del género Quercus (GARCIA-PLAZAOLA et
al., 2002, 2003; LLORENS et al., 2002) y en Leguminosas como Acacia melanoxylon (WATSON et
al., 2004) y en Inga sapindoides (MATSUBARA et al., 2005).

El ciclo Lx realiza la interconversion entre Lx y luteina (L) de una forma analogaa Ay Z por
las enzimas violaxantina de-epoxidasa (VDE) y zeaxantina epoxidasa (ZE). La cinética de la de-
epoxidacion a la luz es similar en ambos ciclos, pero su recuperacion en oscuridad es mucho mas
lenta, lo que sugiere que este ciclo pudiera operar de modo unidireccional. No obstante recientes
estudios (MATSUBARA et al., 2005; HORMAETXE et al., 2005) han encontrado dos especies (Inga
sapindoides y Laurus nobilis) en las que el ciclo Lx es reversible. La diferente distribucién de ambos
ciclos sugiere que el ciclo Lx puede servir como un ciclo adicional en ambientes de sombra,
manteniendo el nivel de disipacion después de un cambio en el ambiente luminoso (GARCIA-
PLAZAOLA et al., 2003). Ademés se ha sugerido que la luteina es el primer mecanismo de
fotoproteccion durante la fotoaclimatacion en I. sapindoides, convirtiendo los centros de absorcién de
luz o pigmentos antena de las hojas de sombra en centros potenciales de disipacion de energia
(MATSUBARA et al., 2005).

Debido a que las condiciones luminicas limitan en muchos casos el desarrollo de las especies
forestales, en este trabajo hemos estudiado la importancia que tiene el ciclo Lx como ciclo adicional
al VAZ por su papel en el sistema fotoprotector en las especies forestales ante cambios subitos del
ambiente luminoso.

METODOLOGIA

El material vegetal para el estudio de la relacion entre la Lx con la V, asi como para la
relacién entre el ciclo Lx y ciclo VAZ, se recolectd en diversas localidades préximas al campus de la
Universidad del Pais Vasco en Leioa (Espafia), en Real Jardin Botanico (Madrid, Espafia), en la
Peninsula de Anaga y los alrededores del campus de la Universidad de La Laguna en La Laguna
(Tenerife, Espafa). Se utilizaron hojas de sombra de 47 especies: Acer campestre (Sapindaceae), Acer
pseudoplatanus (Sapindaceae), Alnus glutinosa (Betulaceae), Apollonias barbujana (Lauraceae),
Arbutus unedo (Ericaceae), Alnus glutinosa (Betulaceae), Betula celtiberica (Betulaceae), Buxus
sempervirens (Buxaceae), Castanea sativa (Fagaceae), Cedrus atlantica (Pinaceae), Cistus salvifolius
(Cistaceae), Cornus sanguinea (Cornaceae), Corylus avellana (Betulaceae), Crataegus monogyna
(Rosaceae), Fagus sylvatica (Fagaceae), Ficus carica (Moraceae), llex perado (Aquifoliaceae),
Laurus azorica (Lauraceae), Laurus nobilis (Lauraceae), Liriodendron tulipifera (Magnoliaceae),
Malus domestica (Rosaceae), Myrica faya (Myricaceae), Ocotea foetens (Lauraceae), Persea indica
(Lauraceae), Pinus nigra (Pinaceae), Pinus sylvestris (Pinaceae), Populus tremula (Salicaceae),
Prunus dulcis (Rosaceae), Prunus lusitanica (Rosaceae), Quercus canariensis (Fagaceae), Quercus
faginea (Fagaceae), Quercus ilex (Fagaceae), Quercus petraea (Fagaceae), Quercus pyrenaica
(Fagaceae), Quercus rubra (Fagaceae), Rhamnus alaternus (Rhamnaceae), Rhamnus glandulosa
(Rhamnaceae), Salix atrocinerea (Salicaceae), Salix babilonica (Salicaceae), Taxus baccata
(Taxaceae), Tilia cordata (Tiliaceae), Ulmus minur (Ulmaceae), Viburnum lantana (Caprifoliaceae),
Viburnum opulus (Caprifoliaceae), Viburnum rigidum (Caprifoliaceae), Viburnum tinus
(Caprifoliaceae) y Visnea mocanera (Theaceae).

Las hojas se recolectaron y se mantuvieron en oscuridad durante 12 h a temperatura ambiente
(20-22 °C) para reducir los efectos de las variaciones diurnas en antioxidantes y pigmentos y
conseguir condiciones comparables. Las hojas se muestrearon mediante discos (5 mm de diametro),



que se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a —80°C hasta su analisis.

Para el estudio de la relacion entre la maxima eficiencia fotoquimica del PSIl y la de-
epoxidacion de los ciclos Lx y VAZ, se expusieron hojas de Laurus nobilis a un tratamiento

fotoinhibitorio consistente en 5, 15, 30 y 60 minutos de irradiancia a 250 y 500 pumol m2 sl (PPFD),
y fueron recolectadas después de 1y 3 h de recibir el choque luminico.

Los pigmentos fotosintéticos fueron extraidos y determinados mediante HPLC siguiendo el
protocolo de GARCIA-PLAZAOLA & BECERRIL (1999) con las modificaciones descritas en
GARCIA-PLAZAOLA & BECERRIL (2001). Los tiempos de retencion y los factores de conversion
fueron los mismos que se describen en GARCIA-PLAZAOLA & BECERRIL (1999, 2001).

La fluorescencia de la clorofila a se realizo en el laboratorio usando un fluorimetro modulado
portatil (OS 5-FL, Optisciences, Tyngsboro, MA). La maxima eficiencia fotoquimica del PSII fue
estimada por el ratio F / F =(F, - F )/F. La fluorescencia inicial (F ) y maxima (F) fue medida

en hojas adaptadas a la oscuridad con un pulso saturante de 0,8s.

Los indices de de-epoxidacion se calcularon después de un choque fotoinhibitorio en funcion
de la cantidad de xantofila epoxidada relativizada por la cantidad inicial o maxima, LxDE=(LX-
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Lx;/Lx,) ¥y VDE=(V-V,/V ) siendo “0” las concentraciones al amanecer o maxima e “i” las

concentraciones después de 1 o 3 h del exposicion luminica. La significacion estadistica de las
regresiones lineales se realiz6 mediante el programa estadistico Stat View 5.0 (Abacus Concepts
INC., Berkeley, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de Lx en tejidos fotosintéticos aumenta en condiciones de sombra (GARCIA-
PLAZAOLA et al., 2002, 2004; MATSUBARA et al., 2002, 2005; HORMAETXE et al., 2005), por
lo que este estudid se ha realizado exclusivamente en hojas de sombra de 47 especies de arboles y
arbustos. En estas especies el contenido de Lx se correlaciond negativamente con la concentracion de
V indicando que la Lx sustituye a la V. No obstante los valores de Lx no llegan a superar en ninguna

especie los valores de V, siendo el valor maximo de Lx de 23,7 mmol mol-Lclorofila y el valor

minimo de V de 24,8 mmol mol-tclorofila (Fig. 1). GARCIA-PLAZAOLA et al. (2002, 2003) indicé
que el ciclo Lx es un ciclo adicional y complementario al ciclo VAZ, y con estos nuevos resultados,
el ciclo Lx se muestra como un sistema fotoprotector que puede llegar a reemplazar en parte al ciclo
VAZ. Sin embargo, este pigmento solo esta presente en concentraciones significativas (superiores a 5

mmol mol clorofila) en plantas de las familias de las fagaceas y de las lauréceas. Por lo tanto es
importante determinar el papel ecofisiol6gico de este ciclo en las especies de estas familias.

Para ello se correlacioné el contenido total de Lx + L con el de V+A+Z en hojas de sombra de
las especies analizadas de laurdceas y fagaceas. Se observé una correlacion inversa solo en las
laurdceas indicando que en estas especies que el ciclo Lx puede llegar a sustituir al ciclo VAZ (Fig.
2). En este grupo la actividad de este ciclo podria ser especialmente relevante en su adaptacion a las
condiciones ambientales sombrias. En este sentido se ha hipotetizado que la luteina ocupa los sitios
L2 y V1 de los complejos antena facilitando la relajacién a las clorofilas en estado singlete y/o triplete
por su capacidad disipadora de energia, y asi se ha propuesto que este es un mecanismo fotoprotector
que actlla de modo precoz durante la fotoaclimatacion, convirtiendo a los complejos antena de las
plantas de sombra en centros de disipacion de energia (MATSUBARA et al., 2005).

Experimentos previos llevados por nuestro grupo (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2003) han
demostrado que en Quercus existe una relacion directa entre la concentracion de V y Lx que se
fotoconvierte y la tasa de formacion del quenching no fotoquimico (NPQ), asi como una relacion



inversa con la Fv/Fm, lo que sugiere su potencial papel fotoprotector. Para corroborar la funcion
fotoprotectora del ciclo Lx se realiz6 un experimento fotoinhibitorio a diferentes tiempos de
exposicion luminica y a diferentes intensidades con hojas de una Lauracea (Laurus nobilis) como se
describe en la metodologia. Como se muestra en la Fig.3, tanto la de-epoxidacion de Lx como la de V
se correlacionan negativamente con la Fv/Fm, indicando que la de-epoxidacion de Lx en L tiene una
funcion fotoprotectora adicional y puede jugar un papel importante en la fotoaclimatacion de esta
especie.

CONCLUSION

El contenido de luteina epoxido se correlaciona negativamente con los niveles de violaxantina
presentes en hojas de sombra de 47 especies lefiosas. Entre todas las especies tan solo en fagaceas y
laurdceas, los componentes de este ciclo alcanzan concentraciones fisioldgicamente relevantes.
Aparte de un posible papel fotoprotector adicional del ciclo VAZ en las lauraceas, el ciclo Lx puede
llegar a sustituir parcialmente el ciclo VAZ.

La activacion del ciclo Lx por la luz en las lauraceas se correlaciona negativamente con la
méaxima eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) en diferentes estadios fotoinhibitorios de forma
similar a la V, indicando que este ciclo tiene una funcién importante en fotoproteccion y que juega
un papel importante en la fotoaclimatacion.
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Leyendas de las figuras

Fig.1 Correlacién entre el contenido de Lx y V (mmol mol'lclorofila) en hojas de sombra de 47
especies forestales. Los circulos corresponden a las lauraceas, los cuadrados negros corresponden a
las fagaceas y los tridngulos al resto de especies. Las regresiones fueron estadisticamente
significativas.

Fig.2 Relacion entre la concentracion de Lx+L y VAZ (mmol mol'lclorofila) en hojas de sombra de
laurdceas (circulos y linea de regresion continua) y fagéaceas (cuadrados y linea de regresion
discontinua).

Fig.3 Correlacion entre la maxima eficiencia fotoquimica del PSIlI (Fv/Fm) y los indices de de-
epoxidacion (LXDE y VDE) en hojas de sombra de Laurus nobilis.
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