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Resumen

El uso eficiente de la luz en fotosintesis debe ser compatible con la habilidad para disipar el exce-
so de energia, proceso crucial para la supervivencia de las plantas, que es modulado principalmente
por el ciclo de las xantofilas (VAZ). El ciclo de la lutefna epdxido (Lx) es otro ciclo auxiliar involu-
crado en la disipacion de energia que se encuentra en algunas plantas vasculares. Este ciclo actia en
paralelo con el ciclo VAZ, compartiendo el papel fotoprotector, aunque no se ha demostrado que
opere de forma completamente reversible (a corto plazo). En el presente trabajo se demuestra por
primera vez que el ciclo es completamente reversible en condiciones naturales en hojas de Laurus
nobilis, a diferencia de lo que se ha observado en otras especies del genero Quercus. La diferente
regulacion y comportamiento del ciclo en estos dos taxones sugiere que puede jugar papeles ecolo-
gicos diferentes, pero también es coherente con su posible origen polifilético. En este caso mas que
de un ciclo, habrfa que hablar de varios ciclos. Ademas el mayor contenido de Lx que de VAZ en
hojas de sombra de laurel indica que incluso podria tener una mayor importancia cuantitativa en los
sistemas de fotoproteccion. Su amplia distribucion taxondmica entre las especies lehosas sugiere una
especial relevancia, ya que esta presente en familias como las Pinaceas y las Fagaceas, que son las
especies dominantes en més del 90% de la superficie forestal espafiola
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INTRODUCCION

La luz es a la vez la fuente de energia que
emplea la fotosintesis y la causa de la destruc-
cidn de los tejidos vegetales por la sobreexcita-
cion del aparato fotosintético. El ambiente lumi-
noso, lejos de ser estable, varfa enormemente
tanto en la escala temporal como en la espacial,
por lo que los tejidos fotosintéticos deben de ser
capaces de tener un ajuste Optimo entre la ener-
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gfa que emplean en la fotosintesis y la que no
utilizan. Este balance entre energia empleada y
disipada, lo obtienen a través del mecanismo de
“disipacidn térmica”, proceso que consiste en la
reemision en forma de calor de la energia capta-
da por la clorofila y no empleada en la fotosin-
tesis. Este mecanismo estd modulado por la con-
version a la luz de violaxantina (V) primero a
anteraxantina y después a zeaxantina, y su
reconversion en oscuridad a V, ciclo denomina-
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do VAZ o de las xantofilas (GILMORE, 1997,
Apawms et al., 2002).

Hace algunos afios (BUNGARD et al., 1999) se
descubrid en la planta parasita llamada Cuscuta
reflexa Roxb., un nuevo ciclo de las xantofilas,
en el que se produce la de-epoxidacion de la lute-
ina-5,6-epdxido (Lx) en luteina (Lut) a la luz
paralelamente al ciclo VAZ. El mismo ciclo se ha
descrito con posterioridad en otras especies de
plantas como en muérdagos de la familia
Loranthaceae (MATSUBARA et al., 2001, 2002,
2003), en las especies del género Quercus
(GARCIA-PLAZAOLA et al., 2002, 2003; LLORENS
et al., 2002) y en Acacia melanoxylon (WATSON
et al., 2004). El origen evolutivo del ciclo de la
Lx no estd completamente entendido, ya que
recientes estudios de GARCIA-PLAZAOLA et al.,
(2004) indican que se encuentra en numerosas
especies lehosas mostrando una distribucion
taxondmica desigual entre los diferentes taxa.

A nivel funcional el ciclo VAZ y Lx compar-
ten caracteristicas comunes, asi tanto V como Lx
muestran cinéticas similares de de-epoxidacion y
estan probablemente catalizadas por el mismo
enzima, violaxantina de-epoxidasa (VDE)
(MATSUBARA et al., 2001; GARCIA-PLAZAOLA et
al., 2003). De hecho la enzima VDE es capaz de
de-epoxidar tanto Lx como V a la misma veloci-
dad (Goss, 2003). La principal diferencia entre
los dos ciclos se basa en que las reacciones de
epoxidacion en oscuridad son mucho mas bajas
en el ciclo de la Lx que en el ciclo VAZ
(MATSUBARA et al., 2001; GARCIA-PLAZAOLA et
al., 2003). De hecho hasta la fecha no se ha podi-
do determinar que el ciclo Lx opere a corto plazo
en los dos sentidos, y algunos autores han pro-
puesto que se trate mas bien de una conversion
unidireccional e irreversible de Lx a L
(MATSUBARA et al., 2003). La lenta re-epoxida-
cion de Lx a L sugiere que zeaxantina epoxidasa
(ZE) es el enzima clave para completar el ciclo
Lx. Se ha propuesto que una mutaciéon en ZE,
podia originar una alteracion de la afinidad por el
sustrato y/o la existencia de dos ZE diferentes
(MATSUBARA et al., 2003). Consecuentemente,
los dos ciclos de las xantofilas operarian simulta-
neamente, compartiendo una VDE comiin y una
o dos enzimas epoxidasas diferentes, aparecien-
do el ciclo de la Lx en diferentes familias a lo
largo de la evolucion (GARCIA-PLAZAOLA et al.,
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2004). Aunque no esta clara la funcion del ciclo
Lx, se ha observado que la maxima eficiencia
fotoquimica (Fv/Fm) y el quenching no fotoqui-
mico correlaciona con el nivel de de-epodacion
de la Lx y se ha propuesto un papel en la fotopro-
teccion de los tejidos fotosintéticos que crecen en
ambientes sombrios (GARCIA-PLAZAOLA et al.,
2003). Por otro lado, la forma de funcionamien-
to y regulacion del ciclo Lx, inducen a pensar
que podria tratarse de un mecanismo comple-
mentario o “de emergencia”, que permitiria a las
plantas adaptarse a cambios sObitos en el
ambiente luminoso, como es por ejemplo la
generacion de claros en el bosque.

En este trabajo se analiza el funcionamiento
del ciclo en laurel (Laurus nobilisL.) comparan-
dose con resultados obtenidos en diferentes
especies del genero Quercus. Se estudia igual-
mente su implicacion e importancia en estructu-
ras juveniles (plantulas) y su posible papel en
fotoproteccion.

METODOLOGIA

Para estudiar el ciclo de la Lx dentro del
dosel arbdreo se recolectaron hojas jovenes y
viejas de plantulas de Laurus nobilis el 27 de
junio de 2004 en el municipio de Arteaga (lat.
43° 21°N; long. 2° 40°0; alt. 10 m del nivel del
mar) dentro de la Reserva de la Biosfera de
Urdaibai (Pafs Vasco, Espana). El material vege-
tal se muestre6 mediante discos (5 mm de dia-
metro). Se congel6 directamente en campo
mediante nitrogeno liquido al mediodia para
conocer el estado de los pigmentos “in situ” y
otra parte se congeld después de estar en oscuri-
dad durante 20 horas a 20°C para reducir los
efectos de las variaciones diurnas en los pig-
mentos, consiguiendo asi las condiciones ade-
cuadas para un “artificial predawn” (GARCIA-
PLAZAOLA et al., 2000). El material vegetal se
almacend a —80°C hasta su analisis en el HPLC.

La irradiancia relativa (porcentaje de irra-
diancia frente a la total que se recibe a cielo
abierto) fue determinada mediante una camara
digital (Nikon Coolpix 4500) con un ojo de pez
acoplado (Nikon Fisheye Converted FC-ES).
Las imagenes hemisféricas fueron analizadas
usando el programa Gap light analyzer (GLA)
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version 2.0 para transformar los pixeles entre
cobertura arborea y cielo, calculando la apertura
del dosel arboreo.

La determinacion de los pigmentos se llevd
a cabo mediante HPLC de fase reversa, siguien-
do el método de GARCIA-PLAZAOLA & BECERRIL
(1999) con las modificaciones descritas por
GARCIA-PLAZAOLA & BECERRIL (2001). Los
tiempos de retencion y los factores de conver-
sion fueron los mismos que se describen en
GARCIA-PLAZAOLA & BECERRIL (1999, 2001).

Los indices de de-epoxidacion se calcularon
en funcion de la cantidad de xantofila epoxidada
en condiciones de campo, LxDE = (Lx,- Lx;/Lx,)
y VDE=(V,- V/V,) siendo “0” las concentracio-
nes en oscuridad e “i” las concentraciones al
mediodia. La significacion estadistica de las
regresiones lineales se realizo mediante el pro-
grama estadistico SPSS version 11.0.

RESULTADOSY DISCUSION

Las plantulas de Laurus nobilis se encontra-
ron creciendo en ambientes sombrios, comprendi-
dos entre 5-25 % de irradiancia relativa (Figura 1).
La concentracion de Lx se correlaciond negativa-
mente con la irradiancia, con lo que las concen-
traciones mas altas de Lx se observaron en condi-
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ciones de sombra. Las hojas adultas de las plan-
tulas acumularon mayores concentraciones de Lx
(19,3+1,7 mmol.mol" Chl) que las hojas jovenes
(2,7+0,2 mmol.mol " Chl). Por el contrario la con-
centracion de V fue mayor en hojas jovenes
(78,7£5,8 mmol.mol"' Chl) que en hojas viejas
(48,8+4,6 mmol.mol" Chl). Una tendencia simi-
lar con una mayor presencia relativa de Lx con
respecto a V también se ha descrito cuando se
comparan yemas con hojas completamente
expandidas (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2004).
Para estudiar si la luteina resultante del ciclo
se re-epoxida en oscuridad (conversion de Lut a
Lx), se midi6 la concentracion de Lx en hojas
adultas de plantulas de laurel en condiciones de
campo y después de permanecer en oscuridad
durante 20 horas. En la figura 1, se observa
como en oscuridad existe recuperacion del con-
tenido de Lx asf como de V. Hasta el momento
solo en unas pocas publicaciones se han demos-
trado la presencia y fotoconversion de Lx a Lut
(BUNGARD et al., 1999; MATSUBARA et al., 2001,
2002, 2003; LLORENS et al., 2002; Goss, 2003;
GARCIA-PLAZAOLA et al., 2002, 2003, 2004), y
esta es la primera vez que se demuestra que la
Lx se puede re-epoxidar en condiciones natura-
les. En cambio en hojas del genero Quercus, no
se observa re-epoxidacidon a Lx a escala diaria
(GARCIA-PLAZAOLA et al., 2002), esto indicaria
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Figura 1. Correlacién entre la irradiancia relativa (PPFD) y la concentracion de V (cuadrados) y la de Lx (circulos)
en hojas adultas de plantulas de Laurus nobilis. Los puntos en negro pertenecen a concentraciones al mediodia en con-
diciones de campo y los puntos de blancos corresponden a concentraciones tras 20 h en oscuridad. Las flechas bidi-
reccionales continuas corresponden a la relacién de xantofila estable o no fotoconvertible y las flechas bidirecciona-
les discontinuas corresponden a la relacion de xantofila dindmica o fotoconvertible (n=18)

63



KoLpoBikA HORMAETXE et al.

la existencia de varios ciclos de Lx, uno en el
que Gnicamente cambia de Lx a Lut a corto
plazo y otro que se recupera a Lx en oscuridad
en el intervalo de una noche, apoyando la hipd-
tesis de mutaciones recurrentes en ZE
(MATSUBARA et al., 2003).

Tanto en laurel como en especies del gene-
ro Quercus (GARCIA-PLAZAOLA et al., 2002) o
en Inga sp. (MatsuBara et al., 2004) y en
muérdagos de la familia Loranthaceae, la de-
epoxidacion de la Lx no es completa, siempre
hay una fraccion no fotoconvertible que pode-
mos llamarlo pool estatico o no dinamico y el
que se de-epoxida, pool dinimico (Figura 1),
como ocurre con una parte de la V que no puede
ser de-epoxidada al jugar un importante papel
estructural dentro del complejo antena
(PFUNDEL & BILGER, 1994).

La Lx puede jugar un papel importante en la
fotoproteccion en los cloroplastos (MATSUBARA
et al., 2003) asi como mantener la disipacion de
energia después de un destello luminoso en una
hoja de sombra dentro del dosel arboreo o como
tener una importante funcidn estructuras juveni-
les de la planta como ocurre en las yemas
(GARcIA-PLAZAOLA et @l., 2003). En la Figura 2,
el cociente entre los indices de de-epoxidacion
indica que se epoxida una mayor cantidad de Lx
que de V en los ambientes mas sombrios, mos-
trando que la fotoconversion de este pigmento
tiene un mayor peso que el de V en condiciones
de baja irradiancia, siendo su funcion de espe-
cial importancia para la supervivencia de las
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plantulas que crecen bajo el dosel vegetal. Por lo
que este ciclo, podria tener especial relevancia
en la supervivencia y aclimatacion de las plantu-
las de laurel y en los taxones donde esta distri-
buida la Lx e incluso podria jugar un mayor
papel que el ciclo VAZ en ambientes de baja ilu-
minacion.

CONCLUSIONES

La concentracion de Lx en plantulas de Laurus
nobilisL. se incrementa con el nivel de sombra en
el que se desarrolla. Ademas las hojas adultas tie-
nen un mayor contenido de este pigmento.

Es la primera vez que se demuestra que este
pigmento puede re-epoxidarse bajo condiciones
naturales, por lo que se puede hablar de un ver-
dadero ciclo de Lx. Por el contrario esta rever-
sion no se observa en el género Quercus, de esta
forma se puede considerar que existen dos
ciclos: uno unidireccional (a corto plazo) y no
completo (de Lx a Lut) y uno verdadero (rever-
sible a Lx). Ademas existen dos tipos de Lx, un
pool estatico o no fotoconvertible y otro pool
dinamico o fotoconvertible.

El nivel de fotoconversion de Lx es supe-
rior al de VAZ en condiciones de baja ilumina-
ciéon por lo que su papel puede ser especial-
mente relevante en la supervivencia de las
plantulas en condiciones de sombra, asi como
en estructuras expuestas a baja irradiancia
como en las yemas.
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Figura 2. Relacion entre la irradiancia relativa y el cociente de los indices de de-epoxidacion (LxDE/VDE) en hojas

adultas de plantulas de Laurus nobilis (n=12)
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