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1.1.- Movimientos foliares rítmicos y nictinásticos. 

 

Las hojas y/o foliolos de muchas Leguminoseae cambian su posición en el espacio de tal 

forma que se disponen horizontales (posición de abertura, Figs. 1.1a-d) en presencia de luz y 

verticales (posición de cierre o de sueño, Figs. 1.2a-d) en la oscuridad. 

 

 La primera descripción detallada de estos movimientos foliares de “plantas 

sensibles” la realizó de Mairan en 1729, probablemente en Mimosa pudica. Observó el 

cierre foliar al pasar las hojas de la luz a la oscuridad y también que el movimiento de 

abertura y cierre continuaba cuando las hojas se mantenían en condiciones de oscuridad. 

Estos movimientos de abertura y cierre, descritos minuciosamente por Darwin (1880), 

Pfeffer (1881) y Sachs (1887), están controlados por señales exógenas (luz y oscuridad) y un 

oscilador endógeno y son inducidos por transiciones luz – oscuridad (movimientos 

násticos) y continúan manifestándose de forma rítmica (movimientos rítmicos 

circadianos) en condiciones constantes ya sea de luz o de oscuridad con un periodo próximo 

a 24 h. El cierre inducido por la transición luz – oscuridad se denomina movimiento o cierre 

nictinástico (Pfeffer, 1881) y, por extensión, las especies que lo presentan se conocen como 

plantas nictinásticas (Satter, 1979; Satter y Galston, 1981). 

 

 Los movimientos násticos y circadianos están relacionados. En condiciones 

naturales, las posiciones de abertura y cierre foliar coinciden con el día y la noche 

respectivamente y las transiciones luz – oscuridad, al alba y al crepúsculo, sincronizan el 

oscilador endógeno con el tiempo solar (Satter 1979). Es obvio que las hojas en posición 

horizontal durante el día pueden interceptar más radiación fotosintética activa. Sin embargo, 

la importancia del cierre ha sido y continúa siendo objeto de discusión. Se ha considerado 

efectivo para reducir las pérdidas de calor y de agua durante la noche (Darwin, 1880) y para 

aumentar la supervivencia de algunas especies, como Arachis hipogea, en condiciones de 

superpoblación (Karve y col., 1984). 

 

 Estos movimientos, totalmente reversibles, son muy complejos puesto que son el 

resultado del desplazamiento y torsión de las hojas y/o foliolos. Según las especies, el cierre 

se produce al aproximarse las hojas y/o los foliolos por el haz (Albizia lophantha Benth. 
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(Fig. 1.2a), Albizia julibrissin Durraz. (Fig. 1.2b), Samanea saman Merill. (Fig. 1.2d), y M. 

pudica L.) o por el envés (Robinia pseudoacacia L. (Fig. 1.2c), Phaseolus coccineus L. y 

Phaseolus vulgaris L.). Además, las hojas de algunas especies nictinásticas, como M. pudica 

y Cassia fasciculata Michx., manifiestan gravitropismo y rápidos movimientos 

seismonásticos en respuesta a estímulos mecánicos y eléctricos (Roblin, 1979; Fleurat-

Lessard, 1981). 

 

 En la mayoría de plantas nictinásticas, los movimientos foliares dependen de la 

curvatura de los pulvínulos, órganos motores que se encuentran horizontales en presencia de 

luz (día) y se curvan en la oscuridad (noche). Los pulvínulos se localizan en la base de los  

 

 

  

  
Figura 1.1- Hojas de Albizia lophantha (a), Albizia julibrissin (b), Robinia pseudoacacia (c) y Samanea saman 

(d) con los foliolos en posición de abertura (posición horizontal). 
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pecíolos y/o de los limbos foliares y se denominan primarios, secundarios o terciarios según 

controlen el movimiento de la hoja, los foliolos primarios o los foliolos secundarios. En 

general, el movimiento de los foliolos secundarios supera al de los foliolos primarios y hoja 

entera (Satter, 1979). Han sido descritos los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia 

(Moysset y Simón, 1991a) y S. saman (Morse y Satter, 1979), los pulvínulos terciarios de A. 

julibrissin (Satter y col., 1970a, 1977; Campbell y Garber, 1980) y los pulvínulos primarios, 

secundarios y terciarios de M. pudica (Toriyama, 1954a y b; Roblin, 1979; Fleurat-Lessard y 

Bonnemain, 1978; Fleurat-Lessard, 1981; Fleurat-Lessard y Roblin, 1982). 

 

 

Figura 1.2- Hojas de Albizia lophantha (a), Albizia julibrissin (b), Robinia pseudoacacia (c) y Samanea saman 

(d) con los foliolos en posición de cierre (posición vertical). Los foliolos se aproximan por el haz (a, b, d) o por 

el envés (c). 
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1.1.1.- Pulvínulos: morfología, estructura y ultraestructura. 

 

Los pulvínulos son cilindros flexibles de tamaño variable que oscila entre 0,5 mm de 

longitud y 0,4 mm de diámetro (pulvínulos terciarios de A. julibrissin, Satter y col., 1970a) y 

6 mm de longitud y 2 mm de diámetro (pulvínulos secundarios de S. saman, Morse y Satter, 

1979). En el caso de los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia el tamaño oscila entre 2-

3,5 mm de longitud y 0,6-1,8 mm de diámetro (Moysset y Simón, 1991a). 

 

Estos órganos motores (Fig. 1.3) están formados por un cilindro central con los 

tejidos conductores, que está rodeado por una zona cortical (corteza motora) de células 

parenquimáticas estrechamente adosadas entre sí y dispuestas de forma desordenada, 

excepto en los pulvínulos de P. coccineus donde se ordenan formando hileras paralelas al eje 

longitudinal del pulvínulo (Mayer y col., 1985a). El cilindro central y la zona cortical están 

separados por 3-4 capas de células de colénquima. Las células corticales y las células del 

colénquima tienen paredes con puntuaciones con plasmodesmos, lo que permite una 

continuidad simplástica entre el cilindro central y la corteza motora. Externamente hay una 

capa de células epidérmicas. 

 

 La zona cortical tiene un grosor variable, entre 8-9 y 25-30 capas de células en los 

pulvínulos terciarios de A. julibrissin (Satter y col, 1970a) y los pulvínulos secundarios de S. 

saman (Morse y Satter, 1979) respectivamente. Se divide en dos (R. pseudoacacia) – tres (S. 

saman) zonas concéntricas atendiendo al tamaño, ultraestructura y funcionalidad celular. En 

general, las células corticales más internas no varían de tamaño y forma durante el 

movimiento foliar y, en los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia se caracterizan por la 

presencia de cristales de oxalato cálcico o de amiloplastos (Moysset y Simón, 1991a). En 

cambio, las células de posición intermedia y externa varían considerablemente de forma, 

tamaño y turgencia durante el movimiento foliar y se denominan células motoras. En los 

pulvínulos de M. pudica (Fleurat-Lessard y Millet, 1984) y R. pseudoacacia (Moysset y 

Simón, 1991a) las células motoras contienen dos tipos de vacuolas: vacuolas de taninos muy 

electrodensas que podrían actuar como reservorio iónico (Ca2+ y K+) (Toriyama y Jaffe, 

1972, Campbell y Garber 1980, Moysset y Simón, 1991a) y vacuolas sin taninos, acuosas o 

coloidales que varían de tamaño y forma durante el movimiento foliar. 
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 La curvatura de los pulvínulos depende de cambios de turgencia coordinados de 

células motoras que se encuentran en zonas opuestas de la corteza motora. Estas zonas, 

funcionalmente diferentes, se denominan extensora y flexora. Las células extensoras 

aumentan de turgencia durante la abertura y disminuyen de turgencia (se vuelven flácidas) 

durante el cierre. Las células flexoras disminuyen de turgencia (se vuelven flácidas) durante 

la abertura y aumentan de turgencia durante el cierre. En los pulvínulos secundarios de S. 

saman (Morse y Satter, 1979) y R. pseudoacacia (Moysset y col., 1991a) los cambios de 

turgencia son más acusados en la zona extensora que en la flexora y van asociados a 

cambios en el compartimento vacuolar. Las células turgentes son univacuoladas y las 

flácidas multivacuoladas (Morse y Satter, 1979; Moysset y Simón, 1991a). 
 

 

  
 

Figura 1.3- Sección transversal (a) de un pulvínulo secundario de Robinia pseudoacacia L. El pulvínulo tiene un 

haz vascular central (CC) de morfología reniforme rodeado por varias capas de células colenquimáticas, que están  

rodeadas a su vez por varias capas de células corticales motoras (CM) y una epidermis (E). Las células motoras 

cambian de forma y tamaño durante el movimiento foliar. Barra: 0,13 mm (Moysset y Simón, 1991a). 

Representación esquemática (b) de una sección transversal de un pulvínulo secundario de Robinia pseudoacacia 

L. mostrando la localización de las zonas ventral (corresponde al haz foliar) y dorsal (corresponde al envés foliar), 

la corteza motora interna (CMI) y externa (CME) así como las zonas extensora y flexora. El cilindro central 

agrupa los vasos xilemáticos y los floemáticos.  
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 Los pulvínulos continúan curvándose de forma circadiana y en respuesta a 

transiciones luz-oscuridad si se aíslan del resto de la planta, al igual que fragmentos de las 

zonas extensora y flexora e incluso protoplastos extensores y flexores continúan 

aumentando/disminuyendo de turgencia de forma rítmica y en respuesta a cambios de 

iluminación. Consecuentemente, cada célula motora tiene su propio oscilador endógeno 

(Satter y Morse, 1990). 

 

 

1.1.2.- Fisiología del movimiento foliar. 

 

Los movimientos foliares resultan de cambios de turgencia coordinados, reversibles, 

sincronizados y opuestos entre las células motoras extensoras y flexoras. Estos cambios 

dependen de migraciones iónicas, que se deben, a su vez, a la actividad de ATPasas de H+, 

cambios en el potencial de membrana, y abertura y cierre de canales iónicos. 

 

 

1.1.2.1.- Cambios de turgencia de las células motoras. 

 

Los cambios de turgencia de las células motoras se deben a flujos de agua, por difusión a 

través de la bicapa lipídica y también vía acuaporinas (Fleurat-Lessard y col., 1997a y b; 

Moshelion y col., 2002a) dependientes de migraciones iónicas, principalmente de K+ y Cl-. 
 

El catión más abundante en los pulvínulos es el K+ (200 – 500 mM en las células 

motoras, Satter y Galston, 1981) y es también el principal osmorregulador. Su trasiego está 

asociado a un flujo de Cl- pero la estequiometria K+ : Cl- varía según la especie, entre 

distintas plantas de la misma especie e incluso entre distintas partes del mismo pulvínulo. 

Así, el flujo de Cl- contrarresta el 40 – 80 %, 75 % y 40 % del flujo de K+ en S. saman, A. 

julibrissin y P. vulgaris respectivamente (Satter y Galston, 1981). En la osmorregulación 

pueden participar otros aniones, como el NO3
- y malato (Kiyosawa, 1979; Bialczyck y 

Lechowski, 1986, 1989). 

 

 Durante el movimiento circadiano y el nástico la redistribución de K+ y Cl- entre las 
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zonas extensora y flexora está relacionada con el ángulo foliar. En los pulvínulos 

secundarios de S. saman (Campbell y col., 1981) y de R. pseudoacacia (Moysset y col., 

1991b) el contenido de ambos iones es elevado en los protoplastos extensores y bajo en los 

flexores cuando los foliolos están en posición horizontal. En cambio, en posición de cierre, 

la situación se invierte. El intercambio de iones entre estas dos zonas podría darse en 

dirección radial y vía simplasto y/o apoplasto actuando las paredes y/o el cilindro central 

como reservorio de iones (Campbell y col., 1981; Fromm y Eschrich, 1988; Moysset y col., 

1991b). 

 

 Los mecanismos que provocan los cambios de turgencia de las células motoras son 

similares a los que determinan las variaciones de turgencia de las células oclusivas de los 

estomas (Gorton, 1990). Los dos sistemas son comparables aunque el sistema pulvinular es 

mucho más complejo porque una misma señal induce cambios opuestos según actúe en la 

zona flexora o extensora y los flujos de agua y solutos podrían realizarse vía plasmodesmos 

en las células motoras pulvinulares (Morse y Satter, 1979; Satter y col., 1982). 

 

A partir de un modelo inicial propuesto por Satter y Galston (1981) y de diversos 

estudios de tipo farmacológico y electrofisiológico efectuados en pulvínulos de S. saman 

(Satter y Morse, 1990; Lee 1990; Moran y col., 1990, 1996; Moshelion y Moran, 2000; Suh 

y col. 2000) Moran (2007) ha propuesto el siguiente modelo para explicar los cambios de 

turgencia de las células motoras: 
 

1. El aumento de turgencia se inicia con la activación de ATPasas-H+ que hiperpolariza 

el plasmalema, genera un gradiente de H+ y acidificación del apoplasto. La 

hiperpolarización provoca la abertura de canales de entrada de K+ (canales KH 

activados por hiperpolarización) y este catión entra en las células a favor de un 

gradiente electroquímico. La entrada de Cl- probablemente tiene lugar mediante 

cotransporte con H+. Eventualmente, el K+ y el Cl- se acumulan en la vacuola. En 

ausencia de Cl- externo, el contenido de malato aumenta en tejidos turgentes. A 

consecuencia del incremento de la concentración intracelular de compuestos 

osmóticamente activos, el agua entra por difusión y vía acuaporinas de membrana y 

las células aumentan de turgencia. 
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2. Durante la disminución de turgencia las ATPasa-H+  están inactivas y la membrana 

se despolariza posiblemente a causa de una entrada pasiva de Ca2+ y una salida 

pasiva de Cl-. Los canales KH cierran y el gradiente electroquímico favorece la salida 

de K+. La pérdida de K+ y Cl- provoca una salida de agua y, en consecuencia, 

disminuye la turgencia celular. 

 

 

1.1.2.2.- Potencial de membrana. 

 

Los movimientos foliares de varias especies nictinásticas (Trifolium repens (Scott y col., 

1977), S. saman (Racusen y Satter, 1975), P. vulgaris (Nishizaki, 1986) y Desmodium 

motorium (Antkowiak y col., 1991) van asociados a cambios en el potencial de membrana 

de las células motoras. Pero problemas metodológicos, como la utilización de pulvínulos 

enteros o de fragmentos de las zonas extensoras y flexoras sumergidos y la dificultad de 

separar las zonas extensoras y flexoras y de insertar los electrodos correctamente entre otros, 

pueden ser la causa de que los resultados obtenidos sean contradictorios. 

 

 En S. saman los potenciales de las membranas de las células extensoras y flexoras 

pulvinulares oscilan con un ritmo circadiano y con un desfase aproximado de 8 h cuando 

están en condiciones de oscuridad continua (Racusen y Satter, 1975; Satter y Galston, 1981). 

El movimiento foliar está en fase con el potencial de membrana de las células flexoras que 

alcanzan la hiperpolarización máxima cuando su contenido de K+ es mínimo. En cambio, las 

células extensoras empiezan a hiperpolarizarse unas horas antes de que se inicie la entrada 

de este ión y la hiperpolarización máxima coincide con el acúmulo masivo de este catión. 

Racusen y Galston (1977) observaron que estos potenciales de membrana son rítmicamente 

sensibles a la aplicación de sacarosa. La sacarosa, cuando es efectiva, provoca 

despolarización del potencial de membrana y un ligero incremento del pH de la solución 

externa, prueba a favor de su absorción mediante un cotransporte con H+ (Racusen y 

Galston, 1977; Satter y Galston, 1981). 

 

En los pulvínulos de D. motorium (Antkowiak y col., 1991) que oscilan con un 

período ultradiano y en los pulvínulos de P. vulgaris (Nishizaki, 1986) el movimiento de 
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cierre va precedido y acompañado por una elevada despolarización y el movimiento de 

abertura por hiperpolarización de las células extensoras. 

 

 

1.1.2.3.- Transportadores localizados en plasmalema. 

 

Solo se han caracterizado parcialmente algunos transportadores localizados en el 

plasmalema de las células pulvinulares (Moran, 2007) que se detallan a continuación: 

 

 

1.1.2.3.1.- ATPasas-H+. 

 

La traslocación electrogénica de H+ es un transporte activo primario a través de las 

membranas de las células vegetales (Spanswick, 1981) y determina la intensidad del 

intercambio H+/K+ (Zeiger, 1983). La intervención de ATPasas-H+ en los movimientos 

foliares se ha puesto de manifiesto: a) investigando el efecto de compuestos que activan 

(fusicoccina (FC), polioles) o inhiben (dietilstilbestrol, mersalil) su actividad y, b) 

determinando flujos de H+ y cambios de pH apoplástico en pulvínulos enteros, fragmentos 

de zonas extensoras y flexoras y suspensiones de protoplastos extensores y flexores, y c) 

inmunolocalización. Con esta última metodología Fleurat-Lessard y col. (1997a) han puesto 

de manifiesto ATPasas-H+ en el plasmalema de las células motoras de pulvínulos de M. 

pudica cuya actividad podría generar gradientes electroquímicos que inducen los rápidos 

flujos de iones responsables de los cambios de turgencia celular. 

 

La FC es una toxina fúngica producida por Fusicoccum amygdale que activa 

ATPasas-H+ (revisado por Marrè, 1979). Este compuesto inhibe el cierre nictinástico e 

induce la reabertura de los foliolos secundarios de A. lophantha al mismo tiempo que 

disminuye el pH y el contenido de K+ de la solución externa. La aplicación de inhibidores de 

ATPasas-H+ (dietilstilbestrol 100 µM o mersalil 20 µM) durante el cierre nictinástico 

estabiliza el ángulo foliar e inhibe la reabertura foliar inducida por la FC (Moysset, 1981). 

De forma similar, la FC induce la abertura de foliolos de M. pudica en la oscuridad 

(Bonnemain y col., 1978) y aumenta la secreción de H+ de pulvínulos aislados en la 
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oscuridad (Roblin y Fleurat-Lessard, 1983; Otsiogo-Oyabi y Roblin, 1984); también 

estimula la ATPasa-H+ del plasmalema y promueve el intercambio H+/K+ en segmentos de 

raíz de Zea mays entre otros (revisado por Marrè, 1979). En células estomáticas, la FC 

inhibe el cierre inducido por la oscuridad y estimula la reabertura en estomas de Vicia faba 

(She y col., 2010a), reproduce el efecto de la luz azul en la abertura de estomas de 

Arabidopsis thaliana (Harada y Shimazaki, 2009) e induce la abertura estomática y la 

liberación de H+ en epidermis de Adiantum capillus-veneris (Doi y col., 2006). 

 

 En pulvínulos de S. saman, mediante la aplicación de microelectrodos, se ha 

demostrado que la transición luz - oscuridad aumenta el pH del apoplasto de las células 

extensoras (de 6,2 a 7,2) y disminuye el de las flexoras (de 5,5 a 4,9). Una posterior 

irradiación con luz blanca produce cambios opuestos (Lee y Satter, 1989). Esta acidificación 

del medio es anulada por inhibidores metabólicos e inhibidores de ATPasas-H+ (Iglesias y 

Satter, 1983a y b; Lee y Satter, 1987; Satter y col., 1987). Starrach y Mayer (1989) 

obtuvieron resultados similares durante los movimientos circadianos de pulvínulos de P. 

vulgaris correlacionando la disminución y aumento de turgencia de las células extensoras 

con un incremento y disminución del pH del apoplasto respectivamente. 

 

En otros sistemas vegetales, como granos de polen y suspensiones celulares, se ha 

demostrado que la presión osmótica, alterada por la adición de sorbitol o manitol, modula la 

actividad ATPasa-H+ (Marrè y col., 1973; Curti y col., 1993; Pertl y col., 2010). Por ello, se 

ha sugerido que la ATPasa-H+ de plasmalema presenta sensibilidad a la turgencia y podría 

tener un papel clave en el mecanismo de adaptación osmótica (Reinhold y col., 1984; 

Reuveni y col., 1987; Curti y col., 1993). En estomas de V. faba, la actividad ATPasa-H+ de 

plasmalema está regulada por Ca2+ citoplasmático, inhibiéndose cuando aumenta la 

concentración de Ca2+ (Kinoshita y col., 1995). 

 

 Finalmente, el gradiente de H+ generado con la actividad de la ATPasa-H+ del 

plasmalema podría activar el cotransporte azúcares/H+ (Komor y Tanner, 1980). Se han 

caracterizado en plantas cotransportadores sacarosa/H+ (Kühn y Grof, 2010) y manitol/H+ 

(Juchaux-Cachau y col., 2007). 
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1.1.2.3.2.- Sistemas de transporte iónico. 

 

La aplicación de la técnica de patch-clamp a membranas plasmáticas de células motoras de 

pulvínulos secundarios de S. saman ha permitido averiguar el mecanismo de transporte de 

los iones implicados en la osmorregulación. Se han identificado distintos tipos de canales 

que se citan y describen a continuación (revisado por Moran, 2007). De entre ellos los 

canales KD y los KH son los más estudiados: 

1. Canales de salida de K+ activados por despolarización (“outward-rectifying K+ 

channel”, canales KD, canales Kout). 

2. Canales de entrada de K+ activados por hiperpolarización (“inward-rectifying K+ 

channel”, canales KH, canales Kin). 

3. Simporte H+/Cl-. 

4. Canales aniónicos. 

5. Canales de Ca2+. 

6. Canales activados por fuerza mecánica. 

 

Los canales KD de los protoplastos extensores y flexores de S. saman se activan por 

despolarización (potencial de membrana por encima de -40 mV) y no difieren en su 

conductancia que oscila entre 15-40 pS cuando la concentración de K+ externa oscila entre 

5-125 mM y la concentración de K+ interna es superior a 100 mM (Moran y col., 1988). Sin 

embargo, los KD extensores son más sensibles al voltaje y menos selectivos al K+ que los KD 

flexores (Moshelion y Moran, 2000). La actividad de estos canales requiere fosforilación 

(Moran y col., 1996), no requiere Ca2+ (Moshelion y Moran, 2000), es bloqueada por 

quinina y tetraetilamonio (TEA) (Moran y col., 1988), por Cs+ y Ba2+ de forma dependiente 

de voltaje y por Cd2+ y Gd3+ (bloqueadores de canales de Ca2+) de forma independiente de 

voltaje (Moran y col., 1990). En contraste, en M. pudica la actividad de los canales KD se 

bloquea también por Ba2+ y TEA de forma dependiente de voltaje (Stoeckel y Takeda, 1993) 

pero es atenuada severamente por tratamientos que presumiblemente incrementan la 

concentración de Ca2+ citosólico ([Ca2+]c) (Stoeckel y Takeda, 1995). 

 

En las células extensoras y flexoras la entrada de K+ tiene lugar a través de canales 

KH activados por hiperpolarización (Moran y col., 1990) y de canales selectivos de cationes 
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que son independientes de voltaje, insensibles a cambios de pH y bloqueados por Cs+ pero 

no por TEA (Yu y col., 2001). Los KH de las células motoras difieren de los KH de las 

células estomáticas al ser inhibidos por acidificación del medio extracelular (paso de pH 7,8 

a 5). El efecto inhibidor del pH produce una disminución reversible de la conductancia 

máxima y un cambio irreversible de la dependencia de voltaje para la abertura del canal. Los 

canales selectivos de K+ activados por hiperpolarización se han descrito también en 

protoplastos extensores de pulvínulos de P. vulgaris (Jaensch y Findlay, 1998). 

 

En pulvínulos de S. saman, se han aislado y clonado dos genes que codifican canales 

KD: SPOCK1 (SAMANEA PULVINI OUTWARD-RECTIFYING CHANNEL FOR K+ No. 1) 

y SPORK1 (SAMANEA PULVINI OUTWARD-RECTIFYING K CHANNEL No. 1) y, dos 

genes que codifican canales KH: SPICK1 y SPICK2 (SAMANEA PULVINI INWARD-

RECTIFYING CHANNEL FOR K+ No. 1 y No. 2) (Moshelion y col., 2002b). 

 

El Cl- se acumula en las células en contra de su gradiente electroquímico y 

probablemente se absorbe a través de simporte con H+ tipo (Satter y col., 1987). En 

protoplastos flexores de pulvínulos secundarios de S. saman se ha detectado la presencia de 

canales de salida de Cl- activados por altas [Ca2+]c (Moran, 1990). 

 

Respecto a los canales de Ca2+ hay datos de la existencia de: 

a) canales no selectivos permeables a Ca2+ y K+ en el plasmalema de las células 

extensoras, pero no en el de las flexoras, de S. saman (Moran y Satter, 1989) que se activan 

por despolarización y no son bloqueados por bloqueadores de canales de K+. 

b) canales selectivos de Ca2+ en protoplastos de células extensoras de pulvínulos de P. 

coccineus (Mayer y col., 1997) y en protoplasos de pulvínulos de M. pudica. Estos últimos 

se activan por hiperpolarización (Stoeckel y Takeda, 1995). 

 

La función de los canales activados por fuerza mecánica, activos en las células 

turgentes, independientes de voltaje, es desconocida pero se ha sugerido que podrían actuar 

como canales de Cl- o como canales de entrada de Ca2+ (Moran, 1990; Moran y col., 1996). 
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1.1.2.3.3.- Acuaporinas. 

 

Las acuaporinas son una familia de pequeñas proteínas (24-30 kDa) integrantes de las 

membranas que se encuentran formando poros; proporcionan una vía para el trasiego del 

agua (Preston y col., 1992; Quigley y col., 2001), algunos pequeños solutos neutros (Biela y 

col., 1999; Gerbeau y col., 1999) y gases (Uehlein y col, 2003; Jahn y col., 2004; Holm y 

col., 2005; Endeward y col., 2006). 

 

Estos poros son canales por los que podría fluir agua a través de las membranas de 

las células motoras pulvinulares (Fleurat-Lessard y col., 1997b; Moshelion y col., 2002a) y, 

por tanto, tendrían un papel importante en los movimientos foliares (Uehlein y Kaldenhoff, 

2008). En los pulvínulos de S. saman se han aislado y clonado dos genes (SsAQP1 y 

SsAQP2) que codifican acuaporinas localizadas en plasmalema de las células flexoras y 

extensoras (Moshelion y col., 2002a). 

 

 

1.1.2.4.- Transportadores localizados en tonoplasto. 

 

Actualmente, solo hay datos sobre la existencia de ATPasas-H+ y posiblemente de 

acuaporinas en el tonoplasto de las vacuolas acuosas de las células corticales motoras de 

pulvínulos primarios de M. pudica (revisado por Moran, 2007). 

 

Respecto a las ATPasas-H+, Fleurat-Lessard y col. (1997b) inmunolocalizaron la 

subunidad-α catalítica de una ATPasa-H+ observando que su abundancia aumenta durante el 

proceso de maduración del pulvínulo, es decir, en tanto adquiere la capacidad de responder 

rápidamente a estímulos externos. La presencia de ATPasas-H+ está pues asociada a la 

capacidad de generar gradientes electroquímicos que inducen rápidos flujos de iones a través 

del tonoplasto. 

 

También la presencia de acuaporinas (γ-TIP) se ha demostrado mediante ensayos 

inmunocitoquímicos. El desarrollo de los pulvínulos va acompañado por un incremento 

(superior a 3x) en la abundancia de acuaporinas, paralelamente al desarrollo de la capacidad 
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de respuesta rápida a estímulos externos (Fleurat-Lessard y col., 1997b). El gen TIP1;1 que 

codifica la acuaporina γ-TIP se ha aislado y clonado a partir de ADN de M. pudica, pero 

falta verificar su expresión en los pulvínulos. 

 

 

1.2.- Control de los movimientos foliares. 

 

Los movimientos foliares rítmicos y nictinásticos están controlados por un reloj endógeno y 

la luz absorbida por fitocromos (phys) y unos fotorreceptores de luz B/UV-A que 

presumiblemente son de tipo criptocromos (crys). El oscilador y los fotorreceptores están 

localizados en los pulvínulos y controlan el movimiento foliar regulando el trasiego iónico a 

través del plasmalema (Satter, 1979). 

 

 

1.2.1.- Control vía reloj endógeno. 

 

Los foliolos de A. lophantha y R. pseudoacacia L presentan movimientos rítmicos 

circadianos dependientes de un reloj endógeno (Gómez, 1993). En S. saman, el movimiento 

foliar rítmico circadiano está relacionado con cambios rítmicos en el potencial de membrana 

(Racusen y Satter, 1975) y en el pH del apoplasto de las células flexoras y extensoras 

pulvinulares, probablemente provocados por cambios rítmicos en la actividad de ATPasas-

H+ (Iglesias y Satter, 1983b). 

 

 En S. saman la transcripción de los genes que codifican canales KH (SPICK1 y 

SPICK2), canales KD (SPORK1) y acuaporinas (SsAQP1 y SsAQP2) sigue un ritmo diario y 

circadiano que se relaciona con el movimiento foliar rítmico (Moshelion y col., 2002a y b). 

En las células motoras extensoras y flexoras la transcripción de SPORK1 es máxima por la 

mañana (ciclos luz - oscuridad) o durante la mañana subjetiva (oscuridad absoluta). Por 

tanto, los ritmos de transcripción coinciden con la función del canal en las células flexoras o 

se anticipan en las células extensoras. Los ritmos de transcripción de SPICK1 y SsAQP2 

están en fase y se correlacionan con fluctuaciones del ángulo foliar. 
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1.2.2.- Fotocontrol. 

 

La luz afecta los movimientos foliares tanto rítmicos como nictinásticos. En estos últimos la 

calidad de la luz afecta a la magnitud de la abertura o el cierre. En el caso de los 

movimientos rítmicos puede cambiar la fase del ritmo actuando sobre el oscilador o reloj 

endógeno que controla el movimiento. Así, la luz sincroniza los movimientos foliares con 

los ciclos luz/oscuridad y los ajusta a la longitud relativa del día y la noche (Satter, 1979). 

 

 Los movimientos foliares rítmicos continúan en constante oscuridad tanto en 

plantas enteras como en ramas y en hojas aisladas. La fase del ritmo puede ser alterada por 

señales exógenas, tales como la luz roja (R) y azul (B) en S. saman y A. julibrissin (Simón y 

col., 1976; Satter y Galston, 1981). La sensibilidad del ritmo a la luz es circadiana porque la 

magnitud del cambio de fase depende del tiempo (hora) del ciclo en que se aplique el 

tratamiento luminoso (Simón y col., 1976b; Satter y Galston, 1981). Así, pulsos de luz R (15 

min) provocan avances o retrasos de la fase del movimiento de los foliolos de R. 

pseudoacacia según se apliquen durante la noche o el día subjetivo; el efecto de la luz R se 

revierte con luz roja lejana (FR, 5 min) (Gómez y Simón, 1995). Los fotorreceptores 

implicados en estos cambios de fase provocados por pulsos de luz R son los phys a través de 

una respuesta reversible de bajo flujo fotónico (apartado 1.2.2.1.4; Simón y col., 1976; 

Gómez y Simón, 1995). Pulsos de 2 h de luz B también cambian la fase del ritmo 

obteniéndose los máximos avances en la mitad del día subjetivo y los máximos retrasos en la 

transición del día a la noche subjetiva (Gómez y col., 1999). 

 

En relación a los movimientos násticos, la luz B provoca la abertura de los foliolos 

cerrados (Satter y Galston, 1981) y la luz R seguida de oscuridad incrementa el cierre 

nictinástico de los foliolos de A. lophantha (Moysset y Simón, 1989), A. julibrissin (Satter y 

Galston, 1971), S. saman (Satter y col., 1974) y R. pseudoacacia (Gómez, 1993). Este 

movimiento de cierre es rápido (se detecta a los 20-30 min) y está bajo control de phys a 

través de una respuesta de flujo bajo porque el efecto de la luz R revierte por la luz FR. La 

velocidad y magnitud del cierre nictinástico depende de la temperatura y de la longitud del 

periodo de luz que precede a la oscuridad (Satter, 1979). 
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En suspensiones de protoplastos pulvinulares de S. saman, mantenidas en ciclos 16 h 

luz – 8 h oscuridad, pulsos de luz blanca (W) y B - aplicados 4-8 h después del inicio de la 

fase oscura - hiperpolarizan transitoriamente tanto los protoplastos extensores como los 

flexores. Esta hiperpolarización va seguida de despolarización. La adición de 200 mM de K+ 

estimula la despolarización de los protoplastos extensores, no de los flexores. El efecto de la 

luz puede ser debido a la activación de una ATPasa-H+ porque la hiperpolarización es 

inhibida por vanadato y diciclohexilcarbodiimida (DCCD) (Kim y col., 1992). Los efectos 

de las irradiaciones W y B disminuyendo la concentración de K+ y el pH del apoplasto 

extensor en pulvínulos de S. saman son también pruebas indirectas de un fotocontrol de la 

actividad ATPasa-H+ (Lee y Satter, 1989; Lowen y Satter, 1989). 

 

El efecto de la luz R varía considerablemente según el momento de aplicación. Un 

pulso de R - aplicado a las 4-8 horas de la fase oscura - no afecta el potencial de membrana 

de los protoplastos extensores y flexores de S. saman; la adición de 200 mM de K+ al medio 

despolariza rápidamente las células flexoras y no afecta a las extensoras (Kim y col., 1992). 

En cambio, una breve irradiación R - aplicada a las 2 h del fotoperiodo y seguida de 

oscuridad – hiperpolariza las células flexoras; efecto revertido por una posterior irradiación 

con luz FR (Racusen y Satter, 1975). También, un pulso de luz R – aplicado a las 5 h del 

fotoperiodo y seguido de oscuridad - acidifica el apoplasto flexor y alcaliniza el extensor 

(Lee y Satter, 1989). Estos resultados se interpretan a favor de un fotocontrol - vía phys - de 

la actividad ATPasa-H+ en las células motoras pulvinulares. 

 

Respecto al flujo de iones, en los pulvínulos intactos de S. saman, un pulso de luz R 

seguido de oscuridad aumenta transitoriamente el contenido de K+ del apoplasto extensor 

(indicando una liberación de este catión) y disminuye el del flexor (indicando una absorción 

de este catión) (Lowen y Satter, 1989). Los flujos de K+ son inferiores en la zona flexora en 

concordancia con los cambios de tamaño, forma y turgencia, más bajos en las células 

flexoras que en las extensoras (Satter y col., 1974). Trabajos posteriores, han puesto de 

manifiesto que la abertura de los canales KH varía rítmicamente en oscuridad continua con 

un desfase aproximado de 8 h entre los protoplastos extensores y flexores de S. saman (Kim 

y col., 1993). Además han demostrado que una irradiación R seguida de oscuridad provoca 

la abertura de los canales KH de las células flexoras siendo este efecto revertido por una 
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irradiación con FR. En cambio, una irradiación R no afecta la actividad de los canales KH de 

las células extensoras, que cierran en respuesta a una transición luz-oscuridad 

independientemente del estado de fotoequilibrio de los phys (Kim y col., 1993). Respecto a 

los canales KD, una irradiación R seguida de oscuridad disminuye su actividad en 

protoplastos flexores (Suh y col., 2000). 

 

 

1.3.- Fitocromos. 

 

Los phys son una familia de fotorreceptores de luz R y luz FR que modulan muchas 

respuestas de crecimiento y desarrollo de las plantas. Se descubrieron en angiospermas, al 

estudiar fotorrespuestas como la germinación y la floración (Borthwick y col., 1952; Sage, 

1992), aunque posteriormente se han encontrado en gimnospermas, helechos, musgos, algas 

y bacterias entre otros. Karniol y col. (2005), basándose en estudios bioquímicos, genéticos 

y filogenéticos, los han clasificado en: phys de plantas (phys), bacteriofitocromos (BphPs), 

phys de cianobacterias (Cphs), phys de hongos (Fphs) y moléculas similares a phys. En esta 

introducción se tratará exclusivamente de los phys de plantas. 

 

 

1.3.1.- Tipos de fitocromos de plantas. 

 

Las investigaciones fisiológicas, bioquímicas e inmunológicas permitieron definir dos tipos 

de fotorreceptores: tipo I o phys de tejido etiolado fácilmente degradable a la luz y el tipo II 

o phys de tejidos verdes y fotoestable a la luz (revisado por Furuya, 1993). 

 

Estudios genéticos y de biología molecular pusieron de manifiesto que los phys 

estaban codificados por una familia de genes divergentes. En A. thaliana esta familia consta 

de 5 miembros denominados PHYA, B, C, D y E que codifican para las apoproteínas de los 

phys A, B, C, D y E respectivamente (Sharrock y Quail, 1989; Clack y col., 1994) y se 

expresan diferencialmente en los tejidos y en las diferentes etapas del desarrollo de la planta 

(Whitelam y Devlin, 1997). La caracterización posterior de estos phys ha permitido 

identificar al phyA como tipo I y los restantes como tipo II (Sharrock y Clack, 2002). En 
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general, el phyA es el más abundante en plantas etioladas y junto con el phyB han sido los 

más estudiados. 

 

Nuestro grupo, ha aislado y caracterizado el gen PHYA (Fernández, 2007; Salla, 

2007) y parcialmente el gen PHYB de R. pseudoacacia (Garre, 2010, 2011) así como 

fragmentos de los genes PHYA, PHYB y PHYE de A. lophantha (Viader y col., 2005; 

Medina, 2008; Garre, 2011). También, ha detectado inmunolocalizando phyA en las células 

extensoras y flexoras de los pulvínulos de R. pseudoacacia (Moysset y col., 2001a). 

 

 

1.3.2.- Estructura molecular. 

 

Los phys son cromoproteínas diméricas solubles. En general, se consideran homodímeros 

pero recientemente se ha demostrado que los phyC y phyE de A. thaliana no homodimerizan 

sino que forman heterodímeros con phyB y phyD (Clack y col., 2009). Cada monómero 

consta de una apoproteína, cuya masa oscila entre 116-127 kDa según el tipo de phy y la 

especie vegetal, que está unida a un cromóforo, bilina tetrapirrólica de cadena abierta 

denominada fitocromobilina. La unión se produce a través de un enlace tioéter (-C-S-C-) con 

una Cys altamente conservada (Fig. 1.4a). Todos los phys de plantas tienen el mismo 

cromóforo y se diferencian por la apoproteína (revisado por Li y col., 2011). 

 

La apoproteína (revisado por Li y col., 2011) consta de un dominio N-terminal (≈ 70 

kDa) con actividad fotosensora, bilinliasa y básico para la fotorreversibilidad de los phys y 

un dominio C-terminal (≈ 55 kDa) implicado en la dimerización y transducción de las 

señales luminosas. Los 2 dominios se unen a través de una región bisagra. La posibilidad de 

que los phys sean quinasas de proteína reguladas por la luz ha sido objeto de un intenso 

debate. Yeh y Lagarias (1998) demostraron que los phys de eucariotas son quinasas de 

proteína (histidina) con especificidad serina/treonina que se autofosforilan y son fosforilados 

por otras quinasas de proteína en residuos de serina y no de histidina. En el caso del phyA, la 

autofosforilación sería importante regulando la estabilidad de la apoproteína. La forma 

fosforilada se degrada más rápidamente (Han y col., 2010) 
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Figura 1.4.- a) Representación esquemática de la fototransformación (Pr ↔ Pfr) de una molécula de 

fitocromo. El cromóforo “fitocromobilina” (parte superior) está unido a la apoproteína (parte inferior) a 

través de un enlace tioéter. La apoproteína consta de un dominio N-terminal (rojo en el esquema) al que se 

une el cromóforo y un dominio C-terminal (azul en el esquema). Una irradiación R provoca una 

isomerización cis-trans del cromóforo, concretamente en el doble enlace C15-C16 entre los anillos C y D 

(esquema superior) y simultáneamente se produce un cambio de conformación de la apoproteína (parte 

inferior) así como de la orientación cromóforo-apoproteína (no está representado en la Figura). Estos 

cambios revierten por una irradiación FR (adaptado de Li y col., 2011). 

b) Espectro de absorción de las dos formas Pr (λmáx. 660 nm) y Pfr (λmáx. 730 nm) de los fitocromos 

(adaptado de Shinkle, 2008). 
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1.3.3.- Fototransformaciones y transformaciones independientes de la luz. 

 

Los phys existen en dos formas fotoconvertibles, Pr y Pfr, por irradiaciones con luz R y luz 

FR (Fig. 1.4a). El cromóforo de las formas Pr y Pfr difiere principalmente en el doble enlace 

entre C15 y C16. La fototransformación de los phys reside en que la luz induce una 

isomerización en este doble enlace pasando de la forma cis a la forma trans como respuesta 

a la luz R y revierte con FR. Hay datos en Cphs que el primer eslabón en la 

fototransformación de Pfr a Pr es la rotación del anillo pirrólico A y no el D (Ulijasz y col., 

2010). 

 

Se sintetiza en la forma Pr con un máximo de absorción en la región roja del espectro 

(λmax = 660 nm; Fig. 1.4b) y después de una irradiación R, se convierte en la forma Pfr con 

un máximo de absorción en la región del rojo lejano (λmax = 730 nm; Fig. 1.4b). Las dos 

formas del phy tienen un amplio espectro de absorción en el visible desde el azul al rojo 

lejano superponiéndose en gran parte (Fig. 1.4b), por ello se establece un equilibrio 

dinámico entre ambas, a una determinada longitud de onda, que se conoce con el nombre de 

estado de fotoequilibrio (ϕ = Pfr/Ptotal). Debido a que la luz R (640-690 nm) es absorbida 

por ambos Pr y Pfr, no se genera una forma de Pfr puro sino que se obtiene un estado de 

fotoequilibrio con alrededor de un 85 % de Pfr y 15 % de Pr. Del mismo modo, la luz FR 

(710-750 nm) no convierte todo el phy a Pr, sino que genera un fotoequilibrio con alrededor 

de 97 % de Pr y 3 % de Pfr. En el laboratorio pueden obtenerse estados fotoestacionarios 

variables, cambiando la proporción de luz R y FR, para estudiar las respuestas de las plantas 

(Mancinelli, 1994). 

Respecto a transformaciones independientes de la luz (revisado por Li y col., 2011): 

- Biosíntesis: Los phys se sintetizan en la forma Pr. La fitocromobilina se sintetiza 

en los plastos a partir del ácido 5-aminolevulínico y se une a la apoproteína en el citoplasma. 

La unión de dos monómeros da lugar a un fotorreceptor funcional. 

- Reversión: La forma Pfr de los phys puede revertir a Pr a través de un proceso 

térmico, no fotoquímico. El mecanismo de esta reversión es desconocido pero es importante 

para finalizar la señalización. 
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- Degradación: Este proceso afecta principalmente a la forma Pfr, se produce vía 

ubiquitina – proteasoma y también es de crucial importancia para finalizar la señalización. 

 

 

1.3.4.- Tipos de respuesta. 

 

Las respuestas fotomorfogénicas controladas por phys pueden clasificarse en 4 tipos según 

Mancinelli (1994): 

 

1. Respuestas de flujo muy bajo (“very low fluence responses”, VLFR): se inducen 

con flujos de fotones de 10-4 a 10-1 µmol m-2 s-1 y con pulsos cortos (segundos-

minutos). Son respuestas muy sensibles a Pfr que no presentan reversibilidad R-

FR. Se han descrito en semillas imbibidas en oscuridad y plántulas mantenidas 

en oscuridad absoluta. 

 

2. Respuestas de flujo bajo (“low fluence responses”, LFR): se inducen con flujos 

de fotones comprendidos entre 1 y 1000 µmol m-2 s-1 y con pulsos cortos. Se 

desencadenan por luz R y revierten por FR, hecho que permitió el 

descubrimiento de los phys. La máxima efectividad de estas respuestas 

corresponde a la luz R (660 nm) y la máxima reversión a la luz FR (720 nm). 

Incluye las respuestas típicas de phys relacionadas con el desarrollo (crecimiento 

de tallos, expansión foliar, germinación de semillas, inducción de floración) y 

otras respuestas que no afectan propiamente al desarrollo (movimientos foliares, 

movimiento de los cloroplastos, flujo de iones). Respecto a los movimientos 

foliares, el pulso de R se aplica para obtener un alto nivel de Pfr que estimula el 

cierre pulvinular (Sweet y Hillman, 1969; Satter, 1979) y la fotoconversión de 

phy controla los flujos de K+ y Cl- (Satter y Galston, 1981; Satter y col., 1990). 

 
3. Respuestas de alta irradiancia (“high irradiance responses”, HIR): requieren 

flujos de fotones >1000 µmol m-2 s-1 y exposiciones prolongadas de luz (horas). 

La máxima efectividad correspondería a una FR-HIR (710 nm). No son 

reversibles. Algunas de estas respuestas serían la elongación de los tallos, la 
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expansión foliar o la síntesis de antocianos. 

 

4. Respuestas proporcionales a la relación R:FR: la magnitud depende de la 

relación entre el flujo de fotones de R y el de FR. Son las respuestas al 

sombreado de la vegetación, acentuadas en plantas capaces de evitar la sombra. 

 

Se han realizado estudios genéticos con mutantes y con plantas que sobreexpresan 

alguno de los diferentes phys atribuyéndose a cada uno de ellos algunas de las respuestas 

controladas por phy. De modo general al phyA, que es el más abundante en plantas 

etioladas, se le atribuyen las respuestas tipo VLFR (Botto y col., 1996; Shinomura y col., 

1996; Yanovsky y col., 1997) y HIR (Whitelam y col., 1993; Yanovsky y col., 1997), 

aunque recientemente distintos informes implican al phyA en respuestas tipo LFR (Long y 

Iino, 2001; Stowe-Evans y col., 2001; Takano y col., 2005; Shen y col., 2009). El phyB, que 

se encuentra en mayor cantidad en plantas verdes, es bien conocido por mediar en las 

respuestas tipo LFR y en las HIR (Shinomura y col., 1996). 

 

La acción de los diferentes phys se solapa. Así en A. thaliana el phyA y el phyB 

están implicados en el proceso de desetiolación y germinación de semillas (Yanovsky y col., 

1995; Franklin y Whitelam, 2006), el phyC en la desetiolación y expansión de las hojas 

primarias como respuesta a la luz R y regulación del tiempo de floración (Franklin y col., 

2003; Balasubramanian y col., 2006), el phyD y el phyE promueven la desetiolación y 

suprimen las respuestas de evitar la sombra (Devlin y col., 1998, Devlin y col., 1999) y, 

finalmente el phyE también se ha implicado en la regulación de la germinación de las 

semillas a través de respuestas de tipo LFR y FR-HIR (Henning y col., 2002). Así, los phys 

comparten funciones similares (Franklin y Quail, 2010) pero se han diversificado para 

adoptar distintos papeles independientemente de su origen filogenético (Bae y Choi, 2008). 

 

 

1.3.5.- Localización intracelular. 

 

La localización intracelular de los phys varía de forma dinámica y es de gran importancia 

para explicar su mecanismo de acción que es objeto de una intensa investigación y se 



 

43 
 

comentará en el apartado siguiente. En A. thaliana, todos los phys (Pr phyA-E) se 

encuentran en el citoplasma cuando la planta permanece en la oscuridad y, después de 

convertirse en la forma Pfr, una fracción de los mismos se transloca al núcleo donde pueden 

interaccionar con factores de transcripción y regular la expresión génica. La velocidad del 

transporte depende de las características de la irradiación y del tipo de phy (Gil y col., 2000). 

En el núcleo, los phys no se distribuyen de forma homogénea sino que se acumulan en unos 

pequeños cuerpos nucleares (nuclear bodies o speckles) cuyo significado fisiológico es 

objeto de debate (van Buskirk y col., 2012). En cualquier caso, siempre queda en el citosol 

una fracción de moléculas de Pfr (aproximadamente del 70 % en el caso del phyB) con 

funciones citoplasmáticas (Nagy y Schäfer, 2002). 

 

 En pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia, se ha inmunolocalizado el phyA en 

el citoplasma, núcleo, cloroplastos y mitocondrias de las células extensoras y flexoras. La 

distribución es independiente del estado del phy (Moysset y col., 2001a). 

 

 

1.3.6.- Transducción de las señales luminosas captadas por los fitocromos. 

 

La fotoactivación de los phys desencadena una compleja, ordenada, flexible y dinámica red 

de transducción que provoca distintos tipos de respuestas (apartado 1.3.4). Algunas 

respuestas (por ejemplo, los flujos iónicos) son muy rápidas, se manifiestan antes del 

trasiego de algunas moléculas de Pfr al núcleo y no se atribuyen a cambios de expresión 

génica. En cambio, otras respuestas como la desetiolación y la inducción de la floración son 

más lentas y resultan de cambios coordinados en la expresión génica (Smith, 2000). Así 

pues, la red de transducción consta de varias vías de señalización que se localizan en 

distintos compartimentos celulares (citoplasma y núcleo), interaccionan y convergen. 

 

 Ensayos fisiológicos y de microinyección, han demostrado que las proteínas G 

heterotriméricas, el GMPc (guanosina monofosfato cíclico), el complejo calcio-calmodulina 

(Ca2+-CaM) y los fosfoinositoles actúan como mensajeros secundarios en distintos procesos 

regulados por los phys tales como la expresión del gen CHS (codifica calcona sintasa) y la 

síntesis de antocianinas, la expresión de los genes CAB (codifican los complejos de proteína 
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que se asocian a clorofila a y b) y RBCS (codifica la subunidad pequeña de ribulosa-1,5-

bifosfato carboxilasa/oxigenasa) y la formación de cloroplastos funcionales (Neuhaus y col., 

1993; Bowler y col., 1994a), la fotoinhibición de la elongación del hipocótilo (Okamoto y 

col., 2001), la germinación de esporas (Wayne y Hepler, 1985) y los movimientos foliares 

rítmicos y nictinásticos (Morse y col., 1987; Moysset y Simón, 1989). 

 

 A través de estudios genéticos y moleculares, mayoritariamente en plantas mutantes 

de A. thaliana con alteraciones fenotípicas cuando se cultivan en la oscuridad o en respuesta 

a irradiaciones con luz R y luz FR, se han identificado un número relativamente elevado 

(>20) de proteínas implicadas en la transducción. Estas proteínas actúan de forma jerárquica 

y se localizan en el núcleo, el citoplasma y los plastos. Algunas son exclusivas de las vías de 

transducción del phyA, otras solo participan en la transducción del phyB y otras son 

comunes a ambas vías de señalización. Se desconoce la función de muchos intermediarios 

así como su relación funcional. Muchos intermediarios, como los factores de interacción con 

phys (PIFs, PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS) (revisado por Leivar y Quail, 

2011), son factores de transcripción, otros son coactivadores transcripcionales, 

modificadores post-traduccionales, proteínas que intervienen en la proteólisis selectiva de 

otros intermediarios y de los propios phys, y enzimas. Además, algunos intermediarios 

interaccionan directamente con los phys, otros interaccionan entre sí y su actividad varía por 

fosforilación/desfosforilación. Finalmente, varios intermediarios también participan en vías 

de transducción hormonal, otros intervienen en las vías de transducción de los crys y otros 

son factores que regulan la actividad del reloj endógeno. Estas interacciones indican que las 

señales luminosas percibidas por distintos fotorreceptores (phys y crys) están integradas, 

relacionadas con vías de transducción hormonal y con el reloj endógeno. Esta integración 

permite a las plantas autocoordinar su propia actividad, coordinarla con el ambiente y 

adaptarse continuamente a los cambios ambientales (revisado por Kreslavski y col. 2009). 

 

La complejidad de la transducción se pone de manifiesto en el modelo propuesto por 

Kreslavski y col. (2009) (Fig. 1.5) que incluye algunos (no todos) de los aspectos 

considerados en los párrafos anteriores, en concreto: 

- La fotoactivación de los phys inicia la transducción en el núcleo y en el citoplasma. 

- El Ca2+ y el GMPC pueden actuar como segundos mensajeros. 
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Figura 1.5- Modelo de transducción de señales, vía fitocromo. La forma Pr se transforma en Pfr al absorber 

luz roja (R). Parte de las moléculas de Pfr se desplazan al núcleo donde actúan regulando la expresión 

génica por distintas vías y otras permanecen en el citoplasma. En el núcleo los phys (Pfr) interaccionan con 

factores de transcripción tipo hélice-bucle-hélice (bHLH) como la familia PIFs y regulan la expresión 

génica. También pueden interaccionar con elementos reguladores de respuesta (RR), esta interacción 

estabiliza la forma Pfr que puede interaccionar con los criptocromos (crys) y asimismo activar la expresión 

génica inhibiendo la proteólisis del factor de transcripción HY5 que depende de COP1, COP10 y CSN. En 

todos los casos, la fotorregulación de la expresión génica requiere la remodelación de la cromatina mediada 

por el complejo nucleosómico DET1/DDB1. En el citoplasma, Pfr puede interaccionar con PKS1 y con 

factores de transcripción (CPRF1, CPRF2 y GBF1). Pfr también activa a proteínas G que, por un 

mecanismo desconocido, generan cambios en el contenido citoplasmático de GMPc y Ca2+ con calmodulina 

(CaM). Tanto por la vía del GMPc como la del Ca2+-CaM pueden controlase la expresión génica a través de 

la activación de factores de transcripción (X e Y). COP1-10, CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 

1-10; CSN, COP9 SIGNALOSOME COMPLEX; CPRF, COMMON PLANT REGULATORY FACTORS; 

DDB1, DAMAGED DNA BINDING PROTEIN 1; DET1, DE-ETIOLATED-1; HY5, ELONGATED 

HYPOCOTYL 5; PIF, PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR; PKS1, PHYTOCHROME KINASE 

SUBSTRATE 1. Modelo propuesto por Kreslavski y col. (2009). 
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- La forma Pfr nuclear interacciona con factores de transcripción tipo bHLH (hélice-

bucle-hélice) - como los PIFs - y rápidamente activa la transcripción. 

- El factor de transcripción HY5 interviene en el fotocontrol de la  transcripción génica 

y es punto de convergencia de distintas vías de señalización. 

- La remodelación de la cromatina constituye una vía epigenética de control de la 

expresión génica. 

 

 

1.3.6.1.- El Ca2+ como segundo mensajero. 

 

El Ca2+ libre citosólico es un componente fundamental y punto de convergencia de las vías 

de transducción implicadas en las respuestas de las plantas a señales del desarrollo y 

ambientales (estímulos bióticos y abióticos) entre las que se encuentra la luz. 

 

 La concentración de Ca2+ libre citosólico es del orden de 100-200 nM (Day y Reddy, 

2011). En equilibrio dinámico con este Ca2+ libre está el Ca 2+  ligeramente ligado o 

intercambiable que se encuentra a concentraciones superiores a 1 µM y se localiza 

principalmente en la pared y distintos orgánulos celulares (Wick y Hepler, 1982). Las 

células vegetales, para mantener los niveles de Ca2+ citosólico bajos y evitar su toxicidad, 

consumen importantes recursos energéticos (Geisler y col., 2000; Hirschi, 2001). El 

incremento de [Ca2+]c, por entrada de Ca2+ del apoplasto o por liberación de reservorios 

internos (principalmente vacuolas y retículo endoplasmático), es una señal que puede 

controlar numerosas actividades celulares y, en consecuencia, dar lugar a diversas 

respuestas. El Ca2+ citosólico actúa solo o uniéndose a proteínas sensoras como la CaM, 

proteínas relacionadas con la CaM (CMLs), proteínas tipo-calcineurina (CBL) y quinasas de 

proteína dependientes de Ca2+  (CDPKs) enzimas que, además de sensoras actúan como 

efectoras de Ca2+ (revisado por DeFalco y col., 2010). Este incremento de [Ca2+]c es 

transitorio puesto que el mismo Ca2+ intracelular estimula la actividad de ATPasas-Ca2+ 

(Bonza y De Michelis, 2011) que, junto con los sistemas de intercambio H+/Ca2+, permiten 

la salida de Ca2+ al apoplasto o su acumulación en orgánulos celulares para mantener la 

concentración citoplasmática adecuada (revisado por McAinsh y Pittman, 2009). 
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 El Ca2+, además, puede generar otros segundos mensajeros como el inositol 1, 4, 5 

trifosfato (IP3) y 1, 2 diacilglicerol (DAG). Estos compuestos resultan de la hidrólisis del 

fosfatidilinositol 4, 5 difosfato (PIP2), reacción catalizada por una fosfolipasa C dependiente 

de Ca2+. El IP3 se libera al citoplasma y provoca la abertura de canales de Ca2+ dependientes 

de IP3 de reservorios intracelulares. El DAG permanece en la membrana estimulando la 

actividad de una quinasa de proteína C (PKC) al aumentar su afinidad hacia el Ca2+ 

(revisado por Gillapsy, 2011). 

 

Un aspecto clave en la señalización del Ca2+ radica en que la perturbación de Ca2+ 

(calcium signature) desencadenada por una señal es única y genera una determinada 

respuesta fisiológica. Esto puede explicarse por la localización subcelular, magnitud y 

cinética del cambio de la [Ca2+]c que puede darse con un pico o elevación inicial seguida de 

un descenso, o mediante oscilaciones de amplitud y frecuencia variable. En este marco, debe 

considerarse que la entrada de Ca2+ en el citosol, ya sea a partir del apoplasto o de 

reservorios internos, tiene lugar a través de distintos tipos de canales cuyas características 

(por ejemplo, dependientes o independientes de voltaje, activados por IP3 o ADPRc (ADP-

ribosa cíclico)), localización y abundancia determinan la magnitud y las características 

espaciales de la perturbación, es decir, donde se producirá el cambio de la [Ca2+]c. Asimismo 

debe considerarse: a) el tipo de proteínas sensoras que enlazan al Ca2+, sus afinidades, 

abundancia y localización, b) la presencia de los otros componentes de la vía de señalización 

e incluso, c) el requerimiento de cambios adicionales simultáneos a cambios en la [Ca2+]c. 

 

Puesto que la difusión de Ca2+ en el citosol es baja y la capacidad de asociación de 

este catión a proteínas es alta, la abertura de canales de Ca2+  produce un aumento local 

(microdominio) de la [Ca2+]c que se disipa rápidamente después del cierre del canal. Esta 

organización en microdominios es una vía de aumentar la versatilidad del Ca2+ como 

segundo mensajero pues permite a las células regular procesos en zonas muy concretas del 

citoplasma. Por otra parte, la generación de otros segundos mensajeros, como IP3, que 

difunde rápidamente en el citosol permite la activación de canales de Ca2+ espacialmente 

separados. De este modo, el incremento local de la [Ca2+]c podría extenderse a todo el citosol 

(revisado por McAinsh y Pittman, 2009). La participación de mitocondrias, cloroplastos, 

peroxisomas y núcleo en la vía de señalización del Ca2+ citosólico es objeto de intensa 
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investigación (Stael y col., 2012). 

 

El Ca2+ es esencial en muchos procesos regulados por phys, como la rotación del 

cloroplasto de Mougeotia (Serlin y Roux, 1984), la germinación de esporas de Onoclea 

(Wayne y Hepler, 1985), los cambios de volumen de protoplastos de A. thaliana (Wang y 

Iino, 1998; Molchan y col, 2001) así como en los movimientos foliares rítmicos y 

nictinásticos entre otros. En relación a estos  movimientos, destacan los resultados obtenidos 

por nuestro grupo. 

 

En el caso del cierre nictinástico de A. lophantha, la participación del Ca2+ 

intracelular en la acción de los phys queda de manifiesto por los efectos opuestos de un 

agonista (A23187, ionóforo de Ca2+) y un antagonista (TMB8) intracelular del Ca2+. La 

aplicación de Ca2+ (en forma de cloruro) 1-100 mM y de A23187 1-10 μM incrementando el 

movimiento de cierre reproduce el efecto estimulador de una irradiación R y contrarresta el 

efecto inhibidor de una irradiación FR. Al contrario, la aplicación de TMB8 10-100 μM 

inhibe el efecto de una irradiación R sin afectar el movimiento de los foliolos irradiados con 

FR (Moysset y Simón, 1989). La intervención de la CaM en este proceso es cuestionable 

porque la aplicación de antagonistas de esta proteína, como la clorpromazina y 

trifluorerazina (10-100 μM) inhibe el cierre nictinástico sin alterar el efecto diferencial de las 

irradiaciones R y FR (Moysset, 1981). 

 

Por otro lado, los efectos de un quelante (EGTA) y un bloqueador de canales de Ca2+ 

(La3+) sugieren la participación del Ca2+ externo en el mecanismo de acción de los phys. El 

EGTA 1-5mM inhibe de forma reversible el cierre nictinástico y disminuye el efecto 

fitocromo (Moysset y Simón, 1990). El La3+ 10-20 mM también inhibe el cierre nictinástico 

principalmente de los foliolos irradiados con R y, a la concentración 20 mM, anula 

completamente el efecto estimulador del cierre de esta irradiación (Moysset y col., 1994a). 

 

En el caso de los movimientos foliares rítimicos de R. pseudoacacia, la aplicación de 

pulsos de 2 h de CaCl2 10 mM o de A23187 10-50 μM provoca cambios de fase de hasta 10-

12 h con curvas fase-respuesta idénticas a las obtenidas aplicando pulsos (15 min) de luz R 

(Gómez y Simón, 1995). Al contrario, pulsos de 2 h de EGTA 5 mM o de La3+ 1-10-50 mM 
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no provocan cambios de fase pero atenúan el ritmo o lo anulan totalmente (Gómez y col., 

1999). El efecto del Ca2+ tiene lugar a través de la CaM y los fosfoinositoles (Moysset y col., 

2001b), puesto que la aplicación de pulsos de 2 h de antagonistas de la CaM también 

provoca cambios de fase, pero las curvas fase-respuesta son opuestas a las obtenidas con luz 

R y Ca2+. Estos resultados indican que los phys puede controlar el oscilador endógeno 

incrementando la concentración de Ca2+ intracelular (Gómez y Simón, 1995; Gómez y col., 

1999). 

 

 

1.3.6.2.- La sacarosa como potencial molécula de señalización. 

 

Los azúcares, como la glucosa, la sacarosa y la trealosa 6-fosfato entre otros, pueden actuar 

como moléculas señalizadoras prácticamente en todas las etapas del ciclo vital (revisado por 

Smeekens y col., 2010; Wind y col., 2010). 

 

Esta función señalizadora de la sacarosa es difícil de estudiar porque: a) se 

desconoce la identidad de su sensor/receptor, b) la vía de señalización y, c) este disacárido se 

hidroliza fácilmente a glucosa y fructosa, que también son moléculas señalizadoras (Wind y 

col., 2010). Sin embargo, a pesar de esto, se ha demostrado que la sacarosa inhibe la 

expresión del gen BvSUT1 que codifica transportadores de sacarosa en remolacha (Chiou y 

Bush, 1998) y del gen PC (codifica plastocianina) en A. thaliana (Dijkwel y col., 1996) entre 

otros. También contribuye al efecto de la luz estimulando la brotación de yemas, la 

expresión de los genes VI1 y VI2 (codifican dos invertasas vacuolares) y la actividad 

invertasa vacuolar en Rosa sp. (Rabot y col., 2012). 

 

La interacción sacarosa-luz es compleja pues actúan de forma opuesta regulando la 

expresión de genes que codifican compuestos implicados en la fotosíntesis, por ejemplo 

CAB y RCBS y, en cambio, de forma sinérgica en la acumulación de antocianinas (revisado 

por Sheen, 1999). 

 

Estudios con plantas de A. thaliana deficientes en phyA (mutantes phyA) o bien 

defectivas en la regulación de la expresión génica por la sacarosa (mutantes sun, sucrose 
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uncoupled) apoyan una interacción phyA-sacarosa en una respuesta FR-HIR (Barnes y col., 

1996; Dijkwel y col., 1997). La luz FR aplicada de forma continua inhibe la elongación del 

hipocotilo, estimula la abertura de los cotiledones pero inhibe su enverdecimiento, la 

expresión de los genes POR (codifican NADPH protoclorofílida oxidorreductasa) y, 

además, altera irreversiblemente el desarrollo de los cloroplastos (no se forman cuerpos 

prolamelares y se acumulan vesículas en el estroma proplastidial). La aplicación de sacarosa 

exógena anula estos efectos lo que indica que la sacarosa probablemente actúa (regulador 

negativo) en la vía de señalización del phyA; sin embargo, no puede excluirse que la 

transducción de estas señales (luz y sacarosa) proceda por distintas vías que interaccionan 

entre sí (Barnes y col., 1996; Dijkwel y col., 1997). Por otra parte, la sobreexpresión del 

phyB anula el efecto del phyA inhibiendo la elongación del hipocotilo a través de una FR-

HIR. Este efecto depende de la tasa de flujo fotónico y del suministro de sacarosa, 

sugiriendo que la sacarosa modula la interacción phyA-phyB (Short, 1999). Trabajos 

recientes (Stewart y col. 2011; Liu y col., 2011) han puesto de manifiesto que este disacárido 

modula el crecimiento regulando la transcripción de los PIFs, familia de factores de 

transcripción claves en la vía de transducción de los phys (apartado 1.3.6). 

 

Respecto a los movimientos foliares, sacarosa y Pfr son claves para mantener las 

oscilaciones rítmicas en la oscuridad. La sacarosa 50 mM es imprescindible para mantener el 

movimiento rítmico foliar de A. julibrissin y S. saman en la oscuridad y, en estas 

condiciones, este disacárido estimula el cierre, disminuye el mesor y la amplitud de la 

oscilación. En cambio, la aplicación diaria de una irradiación R en presencia de sacarosa 

mantiene el ritmo y la amplitud de la oscilación (Simón y col., 1976a y b; Satter y col., 

1976). 
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Este trabajo forma parte de una de las líneas de investigación de la Unidad de Fisiología 

Vegetal del Departamento de Biología Vegetal de la Facultad de Biología de la Universidad 

de Barcelona que estudia el fotocontrol, vía phys, de los movimientos foliares rítmicos y 

nictinásticos de A. lophantha y R. pseudoacacia. Ambas especies son adecuadas para 

investigar la fisiología del cierre nictinástico, si bien los ensayos se efectúan preferentemente 

en A. lophantha pues el menor tamaño de sus foliolos secundarios facilita su manipulación. 

En cambio, para estudiar el movimiento rítmico, R. pseudoacacia es óptima ya que 

irradiaciones con luz R provocan cambios de fase acusados. El movimiento rítmico de los 

foliolos de A. lophantha es muy marcado y difícil de alterar. También los pulvínulos 

secundarios de R. pseudoacacia son adecuados para estudios estructurales y 

ultraestructurales ya que pueden separarse de los foliolos y manipularse con facilidad, 

manipulación imposible de realizar con los diminutos pulvínulos terciarios de A. lophantha. 

 

El movimiento foliar se debe a cambios de turgencia opuestos de las células motoras 

flexoras y extensoras, siendo más acusados en la zona extensora en pulvínulos de R. 

pseudoacacia al igual que en los órganos motores de A. julibrissin (Satter y col., 1970a) y S. 

saman (Morse y Satter, 1979). Estos cambios de turgencia son debidos a migraciones 

iónicas, principalmente K+ y Cl-, relacionadas con cambios en la actividad de ATPasas-H+, 

cambios de potencial de membrana, y abertura y cierre de canales iónicos. Estudios previos, 

comentados detalladamente en la introducción, demostraron que los phys y el Ca2+ per se 

estaban implicados en la regulación del cierre nictinástico y el movimiento rítmico 

circadiano de los foliolos de A. lophantha y R. pseudoacacia. También, ensayos 

farmacológicos demostraron que el Ca2+ podría actuar como segundo mensajero de los phys. 

En este contexto, se consideró de sumo interés investigar la implicación de sistemas 

efectores en el cierre nictinástico foliar inducido por phys y profundizar en el papel del Ca2+ 

como segundo mensajero de los phys. Este objetivo general se desglosa en los siguientes 

objetivos concretos: 

 

1.- Investigar el efecto de la fusicoccina, activadora de ATPasas-H+, y de varios polioles 

sobre el cierre nictinástico dependiente de los phys de los foliolos de A. lophantha. 
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2.- Investigar el papel de la sacarosa en el cierre nictinástico dependiente de phys evaluando: 

a) el efecto de la sacarosa exógena en el cierre foliar de A. lophantha y, b) la 

incorporación y distribución de sacarosa-3H en los pulvínulos secundarios de R. 

pseudoacacia. 

 

3.- Determinar la implicación del Ca2+ como segundo mensajero de los phys durante el 

cierre nictinástico de los foliolos de R. pseudoacacia mediante la localización citoquímica 

de Ca2+ intercambiable en secciones de pulvínulos secundarios. 

 

 El desarrollo del objetivo 1 y parte del objetivo 2 se efectuó según la metodología 

usada en trabajos anteriores, es decir, dejando flotar pares de foliolos en soluciones control y 

problema. El desarrollo del objetivo 3 y parte del 2 precisó la puesta a punto de las 

metodologías adecuadas, aspecto dificultoso por la compacta estructura de los pulvínulos y 

las condiciones de trabajo (manipulación en cámara oscura). De este modo, se ensayaron 

distintos criométodos con la finalidad de inmovilizar sustancias solubles y evitar su 

redistribución y pérdida. También se optimizó el protocolo para la precipitación de Ca2+ con 

piroantimoniato potásico. 

 

El trabajo experimental se ha realizado en su mayor parte en la Unidad de Fisiología 

Vegetal de la Facultad de Biología de la Universidad de Barcelona, si bien la ejecución de 

las criotécnicas así como las observaciones del material mediante microscopía electrónica se 

han llevado a cabo en los Servicios Científico-Técnicos, actualmente Centres Científics i 

Tecnològics, de la Universidad de Barcelona. 

 

 Gran parte de los resultados de los objetivos 1 y 2 han sido objeto de 2 trabajos 

publicados respectivamente en Physiologia Plantarum (Moysset y col., 1994) y Protoplasma 

(Moysset y col., 2006). 

 

 El trabajo ha sido financiado a través de los proyectos de investigación concedidos 

por: a) DGICYT (ref. PB91-0229) y b) Ministerio de Ciencia e Innovación (ref. 

CGL2011-26310) y dentro del grupo 2009SGR1016 (AGAUR, Generalitat de 

Catalunya). 
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                                                                                            3.-MATERIAL Y MÉTODOS
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3.1.- Material vegetal. Germinación y condiciones de cultivo. 

 

En este trabajo se han utilizado plantas de Albizia lophantha (Willd.) Benth. y Robinia 

pseudoacacia L., cultivadas en los Campos Experimentales de la Facultad de Biología de la 

Universidad de Barcelona a partir de semillas de origen local cedidas por "Serveis de Parcs i 

Jardins" del Ayuntamiento de Barcelona. 

 

Albizia lophantha (Willd.) Benth (albizia amarilla, acacia plumosa) es una especie 

de la familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae, oriunda de Australia y perfectamente 

aclimatada a Europa donde se cultiva como planta ornamental. El nombre del género Albizia 

alude a Filippo de Albizzi, noble italiano del siglo XVIII aficionado a las plantas, y el 

nombre de la especie lophantha proviene del griego (lophos : mechón, anthos : flor) y se 

refiere a la disposición de las flores. 

 

 
Figura 3.1- Albizia lophantha (Willd.) Benth. (a). Inflorescencias amarillentas en forma de espiga (b). Frutos 

en forma de legumbre recta aplanada (c). 
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Se trata de un arbusto o árbol (Fig. 3.1a) de 1,8-7 m de altura, perenne con las ramas 

jóvenes pubescentes, que se tornan glabrescentes con el tiempo. 

 

Esta especie florece en diciembre-febrero. Sus inflorescencias (Fig. 3.1b) son de 

color verde-amarillento en forma de espiga, axilares, solitarias o en pares, de 4-8 cm de 

largo, sobre pedúnculos pubescentes de hasta 1,5 cm de longitud. Sus flores son 

amarillentas, actinomorfas y pentámeras. Los estambres son numerosos y más largos que los 

pétalos, están unidos escasamente en la base formando un tubo que no excede o supera 

ligeramente a la corola. Sus frutos (Fig. 3.1c) son legumbres rectas, aplanadas, de color 

castaño claro, que se abren por dos valvas de 6-8,5 cm de largo. 

 

Las hojas son alternas, compuestas, bipinnadas, de 10-20 cm de largo, y constan de 

8-12 foliolos primarios de 5-14 cm de longitud, que, a su vez, están formados por 15-30 

pares de foliolos secundarios que poseen movimientos rítmicos y nictinásticos. Durante el 

día o en presencia de luz, los foliolos secundarios se encuentran en posición horizontal 

(estado de abertura) (Fig. 3.2a). Durante la noche o en condiciones de oscuridad, los foliolos  

 

 

 
Figura 3.2- Aspecto general de una hoja de Albizia lophantha (Willd.) Benth. Durante el día (a) los foliolos 

secundarios se encuentran en posición horizontal (estado de abertura). Durante la noche (b) los foliolos 

secundarios se aproximan por el haz al mismo tiempo que se torsionan hacia el ápice foliar (estado de cierre). 

FS, folíolo secundario; PT, pulvínulo terciario. 
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secundarios se aproximan por el haz al mismo tiempo que se torsionan hacia el ápice foliar 

(estado de cierre) (Fig. 3.2b). Así los ángulos entre pares de foliolos secundarios pueden 

oscilar entre 0º y 180º. 

 

Robinia pseudoacacia L. (robinia, falsa acacia; acacia de flor blanca, entre otros), es 

una especie de la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae (Mabberley, 1987), 

caducifolia, oriunda de las regiones orientales y centrales de América del Norte y 

perfectamente aclimatada a Europa donde se cultiva como árbol ornamental llegando a 

alcanzar unos 20 m de altura. El nombre del género Robinia alude a Jean Robin, jardinero de 

Enrique IV, quien la introdujo en Europa. 

 

Esta especie florece entre mayo y junio, con flores blancas muy olorosas, en racimos 

colgantes de 10-20 cm de longitud (Fig. 3.3b). Sus flores son zigomorfas y pentámeras, con 

5 sépalos soldados, 5 pétalos libres, 10 estambres y un ovario súpero formado por un solo 

carpelo. La corola de color blanco tiene una forma similar a la de una mariposa. Los frutos  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3- Robinia pseudoacacia (a). Detalle de 

hojas y flores (b). 
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son legumbres de 5-10 cm de longitud, aplanadas, marrones cuando maduran. 

 

Posee hojas alternas e imparipinnadas, de 15-30 cm de longitud, que constan de 11-

21 foliolos elípticos, de 3-4 cm de longitud y 1,5-2 cm de anchura, de color verde intenso en 

el haz y algo grisáceo en el envés. Estos foliolos poseen movimientos rítmicos y 

nictinásticos. Durante el día o en presencia de luz (Fig. 3.4a) adoptan una posición horizontal 

(posición de abertura). En condiciones naturales, al aumentar la intensidad de la radiación 

incidente, adoptan una posición casi vertical aproximándose por el haz. Por la noche o en la 

oscuridad (Fig. 3.4b) los foliolos se aproximan por el envés (posición de cierre). Así, el 

ángulo entre pares de foliolos puede oscilar entre 0 º (posición de cierre) y 360 º (máxima 

abertura). 
 

 
Figura 3.4- Aspecto general de una hoja de Robinia pseudoacacia L. Durante el día, los foliolos están en 

posición horizontal (estado de abertura) (a). Durante la noche, los foliolos se aproximan por el envés y 

simultáneamente se torsionan hacia el ápice foliar (estado de cierre) (b). FP, foliolo primario; PS, pulvínulo 

secundario; Ra, raquis. 

 

 

La germinación de las semillas de ambas especies precisa escarificación para 

romper el reposo impuesto por la testa (Bewley y Black, 1982). Con este fin, las semillas se 

sumergieron en agua destilada a 90 ºC y se dejaron imbibir en el agua que se enfriaba hasta 

temperatura ambiente durante un total de 24-48 h (Bailey, 1942). A continuación, se 

sembraron en un sustrato de turba:perlita:tierra (1:1:1) contenido en macetas de 13 cm de 

diámetro por 10,5 cm de profundidad. La siembra se efectuó principalmente en primavera y 

la germinación tuvo lugar, al aire libre, entre 1 y 4 semanas más tarde. 

 

Las plantas se cultivaron al aire libre en los Campos Experimentales de la Facultad 

de Biología de la Universidad de Barcelona abonándose mensualmente con N:P:K 
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(nitrógeno total 15 % (nítrico 6,9 % y amoniacal 8,1 %) : P2O5 8,1 % : K2O 15 %) y se 

regaron periódicamente con agua corriente. Cuando las plantas alcanzaron 25-35 cm de 

altura (4-6 meses después de la siembra) se transplantaron a macetas de mayor tamaño (25 

cm de diámetro por 25 cm de profundidad) con un sustrato idéntico. 

 

Se usaron plantas de 1-2 años de edad. Antes de los experimentos, estas plantas se 

mantuvieron (mínimo 7 días) en la cámara de cultivo en ciclos de 16 h luz / 8 h oscuridad 

oscilando la temperatura entre 24-28 ºC. En estas condiciones, los foliolos de ambas 

especies continuaron presentando movimientos foliares rítmicos y nictinásticos. 

 

 

3.2.- Características de las fuentes de luz 

 

En la cámara de cultivo la fuente de luz estaba formada por 6 tubos fluorescentes (Osram-L 

Fluora 65W/77R) que proporcionaban 120 �mol m-2 s-1 (medidos con un fotómetro Li-Cor 

188B (Lincoln, NE) con un sensor Li-190 SB) a nivel de hojas superiores. 

 

La fuente de luz roja (R) estaba formada por ocho tubos fluorescentes Grolux 

(Sylvania F15/T8/GRO) de 15W, cada uno recubierto por 3 capas de filtro de color rojo No. 

27 Rosco Supergel (Syndenham, London). Presentaba un máximo de transmisión a 660 nm 

y proporcionaba un flujo fotónico de 15 �mol m-2 s-1 (medido con un fotómetro Li-Cor 188B 

(Lincoln, NE) con un sensor Li-190 SB) a una distancia de 50 cm donde se encontraban los 

foliolos. 

 

La fuente de luz roja lejana (FR) constaba de 5 lámparas incandescentes (Sylvania 

BRS) de 150 W, cuya irradiación pasaba a través de un depósito de metacrilato transparente 

de 10 cm de profundidad lleno de agua destilada, una capa de filtro de color azul No. 20 

Cinemoid (Rank Strands Electrics Ltd, London) y otra de filtro de color naranja No. 5 A 

Cinemoid. Presentaba un máximo de transmisión a 730 nm y proporcionaba un flujo 

fotónico de 28 �mol m-2 s-1 (medido con un fotómetro Li-Cor 188 B (Lincoln, NE) con un 

sensor Li-220 SB) a una distancia de 50 cm donde estaban situados los foliolos. 
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La fuente de luz verde estaba formada por un tubo fluorescente Sylvania (15 W) 

recubierto con 3 capas de filtro de color verde No. 39 Cinemoid y proporcionaba 0,07 �mol 

m-2 s-1 a 10 cm de distancia. Todas las manipulaciones en oscuridad se realizaron bajo 

iluminación verde difusa de seguridad. 

 

 

3.3.- Metodología para investigar la fisiología del cierre nictinástico foliar de Albizia 

lophantha. 

 

3.3.1.- Protocolo experimental.  

 

Los experimentos se realizaron con pares de foliolos secundarios de hojas maduras (4ª-5ª a 

partir del ápice) de plantas adaptadas a ciclos de 16 h de luz / 8 h de oscuridad. De forma 

general, se adoptó la metodología de Satter y col. (1970b) iniciando los ensayos a las 2 h del 

fotoperiodo cuando la sensibilidad del cierre nictinástico al estado de phys es muy acusada. 

Algunos ensayos se realizaron a la mitad del fotoperiodo adaptando la metodología de 

Roblin y Bonmort (1984a). 

 

La Figura 3.5 representa un esquema del procedimiento experimental. A las 2 h (o 8 

h excepcionalmente) del fotoperiodo (Fig. 3.5a) se aislaron pares de foliolos secundarios a 

ser posible de la misma hoja (Fig. 3.5b), se determinó el ángulo que formaban entre sí  
 

 

 

Figura 3.5- Protocolo experimental seguido para estudiar el cierre nictinástico foliar de Albizia lophantha 

dependiente de fitocromo(s). Las plantas se mantuvieron previamente en ciclos de 16 h luz - 8 h oscuridad (a). 

A las 2 h del fotoperiodo se seleccionó la 4ª-5ª hoja a partir del ápice; mediante unas tijeras, se aisló un folíolo 

primario y cuidadosamente, se separaron los pares de foliolos secundarios al mismo tiempo que se midió el 

ángulo que forman entre sí. Se descartaron los dos pares de foliolos más apicales y basales. Inmediatamente, 

los pares de foliolos se repartieron, de forma aleatoria, en cápsulas de Petri con las distintas soluciones control 

o problema. Los foliolos se dejaron flotar sobre el envés. Este procedimiento se repitió hasta conseguir 10 

pares de foliolos / cápsula Petri. Los pares de foliolos se irradiaron con luz roja (R, 15 min) o roja lejana (FR, 

5 min) y se trasladaron a la oscuridad manteniéndose en estas condiciones durante 3 h (b). 
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(ángulo foliar) mediante un semicírculo graduado y se repartieron - rápida y aleatoriamente 

- en cápsulas de Petri (6 cm diámetro) que contenían 10 ml de las soluciones control o 

problema. Se distribuyeron 10 pares de foliolos por cápsula. En la selección se excluyeron 

los dos pares de foliolos basales y apicales por diferir en el grado de abertura y haber sido 

manipulados durante la toma de muestras (Hillman y Koukkari, 1967). Esta recolección y 

distribución del material no superó los 20 min de duración y se efectuó manteniendo los 

foliolos en las condiciones de iluminación de la cámara de cultivo. A continuación, los 

pares de foliolos se irradiaron con R (15 min) o con FR (5 min) y se trasladaron 

inmediatamente a la oscuridad donde se mantuvieron durante 3 h. A partir del inicio de la 

oscuridad y periódicamente cada 30 min, se midieron los ángulos foliares con la ayuda de 

un semicírculo graduado. Todas las medidas se efectuaron en presencia de luz verde de 

seguridad para no alterar ningún proceso bajo control de phys (Pratt, 1984). 

 

 

3.3.2.- Compuestos químicos utilizados. 

 

La fusicoccina (FC) fue cedida por los Prof. Drs. A. Ballio (Roma, Italia) y R. Colombo 

(Milán, Italia) o bien se obtuvo de Sigma (St. Louis, Mo., USA). A partir de una solución 

stock de FC 1 mM en etanol 0,6% (conservada a 4 ºC) se prepararon soluciones 1-100 �M 

inmediatamente antes de iniciarse las experiencias. A las concentraciones utilizadas en los 

experimentos, el etanol no tiene efecto en el movimiento foliar. 

 

Las soluciones de sacarosa (Sigma) 25-100 �M, sorbitol (Sigma) 25-100 �M, 

manitol (Sigma) 25-100 �M y polietilenglicol (PEG 6000, Fluka) 12,4 % y 25,2 % se 

prepararon inmediatamente antes de iniciarse las experiencias. 

 

 

3.3.3.- Presentación de los resultados y tratamiento estadístico. 

 

En todos los ensayos realizados se calculó el ángulo foliar medio ± error standard (X ± SE) 

de los ángulos de los 10 pares de foliolos sometidos a un determinado tratamiento químico y 
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luminoso, tanto al inicio del experimento (X0) como a los 30 (X30), 60 (X60), 90(X90), 120 

(X120), 150 (X150) y 180 (X180) min de oscuridad. En general, los valores X presentaron una 

variabilidad considerable (llegando a ser excepcionalmente de 15 º) desde el inicio del 

experimento aún cuando se extremaron las precauciones para obtener una muestra 

homogénea. A partir de estos valores X se calculó: a) la magnitud de cierre foliar y, b) el 

efecto fitocromo. 

 

La magnitud de cierre foliar se determinó calculando la diferencia entre el ángulo 

foliar inicial (X0) en presencia de luz (antes de las irradiaciones R y FR) y los ángulos 

foliares a los 30 (X30), 60 (X60), 90 (X90), 120 (X120), 150 (X150) y 180 (X180) min de 

oscuridad (X0 – Xn). 

 

Cada experimento se repitió un mínimo de tres veces para comprobar su 

repetitividad (Satter y col., 1970b; Bonnemain y col., 1978). En las Figuras se representa la 

variación del ángulo foliar en el tiempo y los datos corresponden a la media aritmética ± 

error estándar de los tres ensayos efectuados. 

 

El efecto fitocromo se determinó a las 3 h de oscuridad calculando la diferencia 

entre los grados de cierre de los foliolos irradiados con R y FR (XR – XFR) sometidos a un 

determinado tratamiento químico. 

 

  El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS para Windows v. 14.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL). Se compararon las diferencias que sobre el efecto fitocromo 

provocaban los distintos tratamientos químicos ensayados, aplicando el análisis ANOVA 

mediante el test Post hoc Duncan. El grado de significación estadística fue de P<0,05, 

aunque excepcionalmente se utilizó P<0,1 y n osciló entre 2 y 10. 
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3.4.- Metodología para investigar la incorporación y distribución de sacarosa-3H y 

manitol-3H en los pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia durante el cierre 

nictinástico controlado por fitocromo(s). 

 

El uso de moléculas en las que se ha sustituído uno o más de sus átomos estables por sus 

correspondientes radioisótopos permite aproximaciones experimentales de elevada 

sensibilidad y tiene múltiples aplicaciones en el campo de la biología vegetal (Moysset y 

col., 2006; Meena y col., 2008; Stepinski, 2008). Estas aplicaciones se basan en la 

posibilidad de detectar fácilmente la radiación emitida por una cantidad muy pequeña del 

isótopo radiactivo que se incorpora al material junto al isótopo inerte del mismo elemento. 

De este modo, es posible llevar a cabo un seguimiento de la molécula a analizar, determinar 

su situación y cuantificarla. 

 

 En este trabajo se ha usado esta aproximación experimental para estudiar la 

incorporación y distribución de sacarosa y manitol en los pulvínulos secundarios de R. 

pseudoacacia. Ambos compuestos estaban marcados con tritio (3H), radioisótopo emisor de 

partículas β (electrones) de baja energía (18,6 keV) con un período de semidesintegración de 

12,3 años (Lucas y Unterweger, 2000) y ampliamente usado en estudios biológicos 

(Moysset y col., 2006; Stepinski, 2008). La detección de la radiactividad total incorporada a 

las muestras se efectuó mediante la técnica de recuento por centelleo en líquido y su 

distribución en secciones pulvinulares mediante autorradiografía – microscopía óptica y 

electrónica. 

 

 El contaje por centelleo líquido (Annunziata y Kesler, 2003) se basa en la 

conversión de la radiación emitida por el radionucleido en impulsos luminosos que inciden 

sobre el fotocátodo del detector produciendo una avalancha de electrones que genera una 

descarga eléctrica la cual es amplificada en un tubo fotomultiplicador y detectada como un 

impulso eléctrico (cuenta) por el contador. La radiactividad de la muestra biológica se 

expresa por el número de cuentas producidas en un tiempo conocido (cpm). 

 

 Un problema importante, en el contaje de la radiación β de baja energía, es la 

competencia e interferencia producida por el ruido de los electrones térmicos del tubo 
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fotomultiplicador. Por ello, en general, los contadores de centelleo líquido tienen dos 

fotomultiplicadores conectados por un circuito de coincidencia de tal forma que solo se 

procesan aquellos impulsos recibidos simultáneamente en ambos fotocátodos con la 

consiguiente reducción del ruido de fondo procedente del ruido electrónico, generalmente 

debido al efecto termoiónico del fotocátodo. 

 

 Las muestras se disuelven o suspenden en un cocktail de centelleo que contiene un 

solvente orgánico y pequeñas cantidades de un compuesto centelleador primario (1-10 g.l-1) 

y, a veces, de un centelleador secundario (unos 0,1 g.l-1) (Thomson, 2003). Como solventes 

orgánicos se utilizan compuestos aromáticos, capaces de aceptar y transferir energía, como 

el tolueno, el xileno, el 1, 2, 4-trimetilbenzeno, la mezcla dioxano y naftaleno o el 

diisopropilidennaftaleno (miscibles en agua, exceptuando los dos primeros). El soluto 

centelleador primario está formado por compuestos orgánicos fluorescentes como el PPO, el 

PBD, el PMP, el P-terfenilo o el Butil-PBD (P, fenilo; O, oxazol; B, difenilo; D, oxidiazol; 

M, metilo). A veces, se añade como soluto centelleador secundario el p-di 2 (feniloxazolil) 

benzeno (POPOP) o el dimetil-POPOP (más soluble). Las partículas β emitidas por el 

radionucleido transfieren energía a las moléculas del solvente y éstas, a su vez, la transfieren 

a las moléculas del centelleador primario que se excitan y al volver a su estado basal emiten 

energía en forma de fotones. Las moléculas del centelleador secundario absorverán la luz 

procedente de las moléculas del centelleador primario y al volver a su estado basal emitirán 

fotones de distinta longitud de onda que se convertirán en impulsos eléctricos. 

 

 En un sistema ideal la cantidad de luz emitida es directamente proporcional a la 

energía de la partícula inicial; sin embargo, hay muchas variables (color de las muestras, 

autoabsorción, etc,) que interfieren en esta proporcionalidad. Esta interferencia quenching 

debe corregirse mediante la preparación de las muestras o corrección de datos (Thomson, 

2003). 

 

 La autorradiografía es una técnica que permite la localización a nivel estructural 

y/o ultraestructural de radionucleidos en secciones de órganos/tejidos gracias a su capacidad 

de interaccionar con los cristales de haluro de plata en las emulsiones fotográficas (Baker, 

1989). 
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 En este método los órganos/tejidos se incuban durante un determinado período de 

tiempo con el compuesto radiactivo para permitir la incorporación del mismo y, 

seguidamente se fijan y procesan para microscopía óptica o electrónica. Posteriormente, 

cada preparación se recubre, con una fina película de una emulsión fotográfica formada por 

cristales de haluro de plata en una suspensión gelatinosa, y se coloca en la oscuridad durante 

un cierto tiempo (días-meses). Cuando las partículas β pasan a través de la emulsión, los 

iones de plata se convierten en átomos de plata formándose una imagen latente que se 

transforma en una imagen visible durante el proceso de revelado, sistema de amplificación 

en el cual los átomos de plata se reducen a plata metálica. El proceso de fijación elimina los 

cristales de haluro de plata no expuestos y genera una imagen autorradiográfica con la 

distribución de la radiactividad de la muestra original. 

 

 

3.4.1.- Preparación de sacarosa-3H 50 mM y manitol-3H 50mM. 

 

Se utilizaron 2 dosis radioactivas: 4 �Ci·ml-1 y 50 �Ci·ml-1. La dosis 4 �Ci·ml-1 se empleó 

para investigar la incorporación de sacarosa y manitol en los pulvínulos secundarios. Para 

estudiar la distribución intracelular de estos compuestos por autorradiografía se aumentó la 

dosis a 50 �Ci·ml-1 con el fin de asegurar la presencia de marcaje. Como soluciones control 

se utilizaron sacarosa 50 mM y D-manitol 50 mM recién preparadas. 

 

Las soluciones de sacarosa-3H 50 mM (4 �Ci·ml-1; 8,88�106 dpm·ml-1) y manitol-3H 

50 mM (4 �Ci·ml-1; 8,88�106 dpm·ml-1) se obtuvieron añadiendo 40 �l de [fructosa-1-
3H(N)]-sacarosa (actividad específica 11,9 Ci·mmol-1 , Du Pont, Alemania) ó D-[1-3H(N)]-

manitol (actividad específica 30,0 Ci·mmol-1, Du Pont, Alemania) a 10 ml de las soluciones 

de sacarosa 50 mM o manitol 50 mM (Sigma, St. Louis, Mo., USA) recién preparadas. 

 

Las soluciones de sacarosa-3H 50 mM (50 �Ci·ml-1) y manitol-3H 50 mM (50 

�Ci·ml-1) se obtuvieron al añadir 25 �l de [fructosa-1-3H(N)]-sacarosa (actividad específica 

11,9 Ci·mmol-1) ó D-[1-3H(N)]-manitol (actividad específica 30,0 Ci·mmol-1) a 0,5 ml de las 

soluciones de sacarosa 50 mM o manitol 50 mM recién preparadas. 
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3.4.2.- Toma de muestras y aplicación de sacarosa-3H y manitol-3H. 

 

La Figura 3.6 representa de forma esquemática la toma de muestras y la aplicación de 

sacarosa-3H 50 mM y manitol-3H 50 mM al material vegetal. Se trabajó con hojas maduras 

(4ª-6ª a partir del ápice) de R. pseudoacacia obtenidas de plantas mantenidas en ciclos de 16 

h de luz / 8 h de oscuridad. El proceso se efectuó en la cámara de cultivo y no superó los 10 

min. A las 2 h del inicio del fotoperiodo se seleccionó una hoja madura y se separó cada par 

de foliolos unido a un segmento de raquis. Rápidamente, se midió el ángulo que formaban 

entre sí los dos foliolos (ángulo foliar) mediante un semicírculo graduado y, a continuación, 

la parte basal del raquis de cada fragmento se sumergió en 0,5-1 ml de las soluciones 

problema (sacarosa-3H 50 mM, manitol-3H 50 mM) o control (sacarosa 50 mM, manitol 50 

mM) contenidas en un tubo Eppendorf. El proceso se repitió, con otras hojas maduras de la 

misma planta y/o de otras plantas hasta obtener el número de pares de foliolos necesarios 

para cada tratamiento químico. 

 

Posteriormente, el material vegetal se irradió con R (15 min) ó FR (5 min) y se 

trasladó a la oscuridad donde permaneció durante 3 h. A continuación, se midieron los 

ángulos foliares mediante un semicírculo graduado y se procedió a aislar los pulvínulos 

secundarios para evaluar: a) la radioactividad incorporada mediante espectrometría de 

centelleo líquido y, b) investigar la distribución de sacarosa-3H 50 mM y manitol-3 50 mM 

mediante autorradiografía. 

 

Para determinar la incorporación de radiactividad por espectrometría de centelleo 

líquido se efectuaron tres tomas de muestras. En cada toma se seleccionaron 24 pares de 

foliolos (obtenidos de 6 hojas distintas) de R. pseudoacacia y, a cada tres pares de foliolos (6 

pulvínulos secundarios) se aplicaron los tratamientos químicos y luminosos descritos 

anteriormente y recopilados en la Tabla 3.1. 

 

 Para investigar la distribución de sacarosa-3H 50 mM por autorradiografía se 

efectuaron dos tomas de muestras. En la primera (Tabla 3.2), se seleccionaron 19 pares de 

foliolos (obtenidos de 5 hojas distintas) y, a cada 5-4 pares de foliolos se les aplicó sacarosa-
3H 50 mM o sacarosa 50 mM y los tratamientos luminosos descritos anteriormente. 
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Figura 3.6- Protocolo experimental seguido para la aplicación de sacarosa-3H 50 mM y manitol-3H 50 mM en 

los pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia. Las plantas se mantuvieron previamente en ciclos 16 h luz 

- 8 h oscuridad. A las 2 h del fotoperiodo se seleccionó una hoja madura, 4ª-6ª a partir del ápice. Se separaron 

pares de foliolos unidos al raquis y se midió el ángulo que forman entre sí; inmediatamente se sumergió la parte 

inferior del raquis en 0,5-1 ml de las soluciones  problema (sacarosa-3H 50 mM, manitol-3H 50 mM) o control 

(sacarosa 50 mM, manitol 50 mM). Los pares de foliolos se irradiaron con luz roja (R, 15 min) ó roja lejana 

(FR, 5 min) y se trasladaron a la oscuridad manteniéndose en estas condiciones durante 3 h, momento en el que 

se midió el ángulo foliar y se separaron los pulvínulos para evaluar la incorporación y la distribución de 

sacarosa-3H 50 mM y manitol-3H 50 mM. 



 

71 
 

Tabla 3.1.- Tratamientos químicos y luminosos aplicados a pares de foliolos de Robinia pseudoacacia para 

determinar la incorporación de sacarosa-3H 50 mM, manitol-3H 50 mM en los pulvínulos secundarios por 

centelleo. Cada tratamiento químico se aplicó a 6 pares de foliolos ( Fig. 3.6) inmediatamente antes de aplicar 

las irradiaciones con luz roja (R) y roja lejana (FR) y la incorporación de radiactividad en los pulvínulos se 

determinó a las 3 h de oscuridad. 

Tratamiento químico Tratamiento luminoso      Pares 
de foliolos 

Pulvínulos 
secundarios 

Peso total  
(mgr) 

Sacarosa-3H 50 mM  
 

R (15 min) 3 6 1,8 
FR ( 5 min) 

 
3 6 3,5 

Sacarosa 50 mM control 
 

R (15 min) 3 6 2,0 
FR (5 min) 

 
3 6 1,7 

Manitol-3H 50 mM R (15 min) 3 6 2,6 
FR (5 min) 3 6 

 
3,2 

Manitol 50 mM control 
 

R (15 min) 3 6 3,2 
FR (5 min) 3 6 2,9 

 

 
 

Tabla 3.2. Número de pares de foliolos - tratados con sacarosa-3H 50 mM y con sacarosa 50 mM e 

irradiados con luz roja (R) o roja lejana (FR) - recolectados para investigar la distribución de sacarosa-3H en 

los pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia. Se indica el número de pulvínulos enteros procesados 

según protocolo estándar y el número de secciones pulvinulares (de unos 0,5 mm de grosor) procesados 

mediante criotécnicas (protocolos 1 a 4, apartado 3.4.4.2). Más explicación en el texto. 

Tratamiento químico Tratamiento 
luminoso 

   Pares 
de foliolos 

Pulvínulos 
Secciones pulvinulares 

(núm) 

Protocolo 

 
Sacarosa-3H 50 mM 

 
R (15 min) 

 
5 

 
6-10 sec. pulvinulares 

 
1 

   6-10 sec. pulvinulares 2 
   6-10 sec. pulvinulares 3 
   6-10 sec. pulvinulares 4 
 
Sacarosa  50 mM 

 
R (15 min) 

 
4 

 
6-8 pulvínulos enteros 

 
standard 

 
Sacarosa-3H 50 mM 

 
FR (5 min) 

 
5 

 
6-10 sec. pulvinulares 

 
1 

   6-10 sec. pulvinulares 2 
   6-10 sec. pulvinulares 3 
   6-10 sec. pulvinulares 4 
 
Sacarosa  50 mM 

 
FR (5 min) 

 
4 

 
6-8 pulvínulos enteros 

 
standard 

Protocolo standard: fijación química e inclusión en Spurr 
Protocolo 1: criofijación en propano y crioinclusión en HM20 
Protocolo 2: criofijación en propano e inclusión en Spurr 
Protocolo 3: criofijación por impacto en bloque de cobre (He) y crioinclusión en HM20 
Protocolo 4: criofijación por impacto en bloque de cobre (He) e inclusión en Spurr 
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Los pulvínulos tratados con sacarosa 50 mM se procesaron según un protocolo 

standard (apartado 3.4.4.1) para evaluar posibles alteraciones ultraestructurales (plasmólisis) 

causadas por este compuesto durante el período de incubación. En cambio, los pulvínulos 

tratados con sacarosa-3H 50 mM se cortaron transversalmente en secciones de unos 0,5 mm 

de grosor y se procesaron siguiendo 4 protocolos (criotécnicas, apartado 3.4.4.2.1) para 

seleccionar un protocolo que aunara óptima preservación estructural y ultraestructural e 

inmovilización de sustancias solubles. En el segundo muestreo, se omitió el tratamiento con 

sacarosa 50 mM. 
 

Para investigar la distribución de manitol-3H 50 mM por autorradiografía, la toma de 

muestras fue idéntica a la descrita en el párrafo anterior para la sacarosa-3H 50 mM. 
 

 

3.4.3.- Determinación de la incorporación de sacarosa-3H y manitol-3H. 

 

A las 3 h de oscuridad, los pulvínulos secundarios se separaron de los foliolos y del raquis 

por medio de un bisturí. Dado el bajo peso de cada pulvínulo, los 6 pulvínulos que habían 

recibido el mismo tratamiento químico y luminoso (Tabla 3.1) se pesaron conjuntamente e 

inmediatamente cada pulvínulo se colocó en un vial de centelleo líquido con 4 ml de líquido 

de centelleo (Dupont, fórmula 989, NEF-989G). Antes de realizar esta operación, cada 

pulvínulo (3-4 mm de longitud) se cortó transversalmente en 3-4 secciones. Esta 

manipulación del material se efectuó en la oscuridad, en presencia de luz verde de seguridad, 

para no alterar ningún proceso bajo control de phys (Pratt, 1984). 

 

La radioactividad incorporada se midió en un contador de centelleo líquido (Packard 

Tri-Carb 1500, USA), perteneciente a la instalación radioactiva de la Facultad de Biología 

de la Universidad de Barcelona. La corrección del ruido de fondo y el quenching se efectuó 

automáticamente con el programa del contador al realizar la conversión de cpm a dpm. El 

quenching osciló entre 13 y 18 dpm (desintegraciones por min). 

 

En el apartado de resultados, los valores de la cantidad de sacarosa-3H 50 mM y 

manitol-3H 50 mM incorporada corresponden a la media ± SE de los 6 pulvínulos sometidos 
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al mismo tratamiento y se expresan en dpm.mg-1 peso fresco (PFr) de pulvínulo y en µmoles 

de radiactividad incorporada por g  de PFr pulvinular y h (µmoles. g-1 PFr pulvinular.h-1). 

Este último valor se calculó considerando la cantidad de radiactividad de las soluciones 

iniciales (12,5 µmoles .µCi-1) y la equivalencia entre dpm y µCi (2,2 106 dpm equivalen a 1 

µCi). Al efectuar este cálculo se eliminaron las dpm del material incubado en las soluciones 

control sin marcaje radiactivo. 

 

 

3.4.4.- Determinación de la distribución de sacarosa-3H y manitol-3H. 

 

Antes de abordar la investigación de la distribución de sacarosa-3H 50 mM y manitol-3H 50 

mM mediante autorradiografía en los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia, fue 

necesaria la puesta a punto de criométodos adecuados para inmovilizar estas sustancias 

solubles, puesto que los métodos convencionales de procesamiento de material vegetal para 

su observación mediante microscopía no evitan la redistribución y pérdida de compuestos 

solubles. Este problema puede solventarse o reducirse mediante criotécnicas, es decir, 

efectuando todo el proceso o parte del mismo a baja temperatura. Por ello, en primer lugar se 

procedió a ensayar cuatro protocolos, que se describen a continuación (apartado 3.4.4.2.1), 

para evaluar su idoneidad en la resolución de este problema y en la preservación de la 

estructura y ultraestructura de las células motoras pulvinulares. Previamente, se procesaron 

pulvínulos incubados en sacarosa 50 mM y manitol 50 mM según protocolo standard 

(apartado 3.4.4.1,  Moysset y Simón 1991a) para investigar si estos compuestos provocaban 

cambios estructurales y ultraestructurales. A continuación se describe este protocolo 

standard y seguidamente las distintas criotécnicas ensayadas. 

 

Tras 3 h de oscuridad, los pulvínulos secundarios sometidos a los distintos 

tratamientos químicos y luminosos (Tabla 3.2) se separaron, con un bisturí, del raquis y del 

folíolo aunque se dejó el extremo basal del limbo foliar para discriminar entre los extremos 

proximal y distal del pulvínulo. Seguidamente se procedió a su fijación química o 

criofijación. En la fijación química (apartado 3.4.4.1.1) se usaron pulvínulos enteros. Para la 

criofijación (apartado 3.4.4.2.1), los pulvínulos (3-4 mm de longitud) se seccionaron 

transversalmente con un bisturí obteniéndose 6-7 secciones transversales de unos 0,5 mm de 
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grosor por pulvínulo. Estas secciones se adhirieron, mediante agar 8 %, sobre discos de 

papel de color con la finalidad de identificar los distintos pulvínulos y tratamientos químicos 

y luminosos durante su posterior procesado. Al mismo tiempo, el papel sirvió para 

identificar la cara de la sección pulvinular con una fijación óptima. Todas las 

manipulaciones se efectuaron en presencia de luz verde de seguridad, para no alterar ningún 

proceso bajo control de phys (Pratt, 1984). 

 

 

3.4.4.1.- Preparación del material para estudios estructurales y ultraestructurales. 

 

3.4.4.1.1.- Fijación, deshidratación e inclusión. 

 

La fijación (20 ºC, 5 h en oscuridad) de los pulvínulos enteros, incubados en sacarosa 50 

mM o manitol 50 mM durante 3 h en la oscuridad, se efectuó según Karnowsky (1965) en 

paraformaldehido 2 % - glutaraldehido 2,5 % en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4). Para 

facilitar la incorporación del fijador se efectuó un ligero vacío durante los primeros 30-40 

min de la fijación. Después de varios lavados en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4), las 

muestras se post-fijaron (4 ºC, 14-16 h) en OsO4 1% en el mismo tampón y, seguidamente se 

lavaron (3 x 20 min) en agua destilada. 

 

La deshidratación se realizó a temperatura ambiente a través de una serie de 

acetonas: 50 % (1 x 30 min), 70 % (1 x 30 min), 80 % (1 x 30 min), 90 % (1 x 30 min), 96 

% (1 x 30 min) y 100 % (3 x 20 min). 

 

La inclusión se efectuó en Spurr, resina epoxi de baja viscosidad (Spurr, 1969). La 

infiltración se efectuó a temperatura ambiente por inmersión en mezclas de acetona 100 %: 

Spurr en proporciones 3:1 (15 h), 2:2 (24 h), 1:3 (24 h) y, finalmente, en resina pura (48 h + 

2 h). La infiltración se realizó en agitación (5 rpm) para favorecer la penetración de la resina. 

La polimerización de la resina que contenía las muestras se efectuó en moldes de silicona a 

60 ºC durante 48 h. 
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3.4.4.1.2.- Obtención, tinción / contrastado y observación de las secciones. 

 

Las secciones transversales semifinas (1�m de grosor) y ultrafinas (70 nm de grosor) se 

obtuvieron con un ultramicrotomo Ultracut (Reichert-Jung, Viena, Austria) provisto de 

cuchilla de vidrio y un diamante respectivamente. Las secciones semifinas se usaron para 

controlar el estado del material y seleccionar las zonas (extensoras y flexoras) de interés para 

estudiar la ultraestructura. 

 

Las secciones semifinas se recogieron sobre portaobjetos, se adhirieron a los 

mismos por calor (placa calefactora a 90 ºC) y se tiñeron con azul de metileno 0,5-1 % 

tamponado con Bórax 1 % (90 ºC, 15 -30 s). Después de un abundante lavado con agua 

destilada, se dejaron secar por calor. Estas secciones se observaron con un microscopio 

óptico binocular LEITZ con sistema de microfotografía Wild, perteneciente al actual 

Departamento de Biología Celular de la Facultad de Biología de la Universidad de 

Barcelona. 

 

Las secciones ultrafinas se depositaron sobre rejillas de cobre recubiertas de una 

fina membrana de Formwar (polivinil formol) 0,25 %, se contrastaron (30 min) con acetato 

de uranilo 2 % a temperatura ambiente, se lavaron en agua destilada (4 x 5 min) y se dejaron 

secar (20 min) sobre un papel de filtro Whatman a 37 ºC. A continuación, se contrastaron (5 

min) con citrato de plomo (Reynolds, 1963), se lavaron en agua destilada (4 x 5 min) y 

dejaron secar sobre papel de filtro a 37 ºC. El material se observó en un microscopio 

electrónico de transmisión (TEM) Philips 301 (tensión de aceleración de 80 kV) de los 

Servicios Científico Técnicos, actualmente Centres Científics i Tecnològics, de la 

Universidad de Barcelona. 

 

 

3.4.4.2.- Preparación del material para la localización por autorradiografía de 

sustancias solubles. 

 

La puesta a punto de los criométodos resultó muy laboriosa por las dificultades técnicas que 

implican (congelación del material, evitar su descongelación, etc), las características 
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estructurales y ultraestructurales del material objeto de estudio (Moysset y Simón, 1991a), el 

trabajar con material radiactivo y, además, en presencia de luz verde de seguridad. 

 

 

3.4.4.2.1.- Criotécnicas. 

 

Los 4 protocolos ensayados (Tabla 3.3) comparten las mismas etapas pero difieren por el 

método de criofijación, los fluidos de sustitución y la crioinclusión en resina acrílica 

(Lowicryl HM20) a -50 ºC o inclusión en resina epoxi Spurr (Spurr, 1969) a temperatura 

ambiente. Todos los protocolos se realizaron en los Servicios Científico-Técnicos, 

actualmente Centres Científics i Tecnològics, de la Universidad de Barcelona. 

 

Criofijación. Las secciones (de unos 0,5 mm de grosor) de los pulvínulos sometidos a los 

distintos tratamientos químicos y luminosos (Tabla 3.3) se criofijaron por: a) inmersión en 

un líquido criogénico (propano) y, b) por impacto contra un bloque pulido de cobre y 

enfriado con helio líquido. 

 
 

Tabla 3.3- Criométodos utilizados para procesar los pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia para la 

localización por autorradiografía de sustancias solubles. 

Etapas Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 

Criofijación propano (LN2) propano (LN2) bloque cobre (He) bloque cobre (He) 

Criosustitución metanol  ± OsO4 2% 

-90 ºC, 3 días 

acetona -GA 3% 

-90 ºC, 3 días 

metanol 100% 

-90 ºC, 3 días 

acetona -GA 3% 

-90 ºC, 3 días 

Infiltración metanol -HM20, 

-50 ºC 

acetona -Spurr, 

TA 

metanol -HM20, 

-50ºC 

acetona -Spurr, 

TA 

Inclusión HM20, -50 ºC Spurr, TA HM20, -50 ºC Spurr, TA 

Polimerización -50 ºC, 48 h, UV 60 ºC, 48 h -50 ºC, 48 h, UV 60 ºC, 48 h 

 

GA, glutaraldehido; He, helio líquido; LN2, nitrógeno líquido; TA, temperatura ambiente; UV, ultravioleta 
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Para efectuar la inmersión en propano (protocolos 1 y 2), las secciones se sujetaron 

en un inyector y se proyectaron a gran velocidad (aproximadamente 3 m.s-1) en propano 

líquido (-190 ºC) enfriado con nitrógeno líquido (LN2) (Halpern y Quintana, 1989). 

 

En la criofijación por impacto (protocolos 3 y 4), los pulvínulos se congelaron por 

proyección contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido (-260 ºC) (Escaig, 1982) en 

un "cryovacuum block" (Reichert-Jung, Leica) (Fig. 3.7a) dentro de una cámara de humedad 

controlada (humedad relativa del 40 – 50 %). 

 

 Después de la criofijación, los pulvínulos se introdujeron en unas cestillas de acero 

inoxidable sumergidas en nitrógeno líquido (a -196 ºC) y se mantuvieron en estas 

condiciones hasta el inicio de la criosustitución. 

 

Criosustitución. Se emplearon dos solventes orgánicos (acetona 100 % y metanol 100 %) y 

dos fijadores químicos (OsO4 2 %, glutaraldehido 3%), a partir ensayos previos efectuados 

por otros investigadores (Droz, 1976; Bendayan, 1984; Puvion-Dutilleul, 1987; López-

Iglesias y col., 1988; Testillano y col., 1992). En concreto, se usaron 2 mezclas (Tabla 3.3): 

metanol ± OsO4 2 %, acetona - glutaraldehido 3 % y, también metanol 100 %. La 

criosustitución se realizó a -90 ºC durante 3 días en un congelador Cryosystem (RUA) 

(Quintana, 1994) (Fig. 3.7b). 

 

Finalizada la criosustitución, la temperatura de la mezcla de criosustitución con el 

material vegetal se incrementó, a razón de 5 ºC.h-1, hasta alcanzar -50 ºC (muestras para 

crioinclusión en Lowycril) ó 4 ºC (muestras para inclusión en Spurr). 

 

Crioinclusión.  Se efectuó en resina acrílica Lowicryl HM20 a -50 ºC. Antes de la 

infiltración con Lowicryl las muestras se lavaron con metanol 100 % a -50 ºC, durante 4 h. 

A continuación, se sumergieron en distintas mezclas de metanol 100% y Lowicryl HM20 en 

proporciones 1:1, (24 h) y 1:2 (24 h) y, por último, en resina pura (8 h + 12 h). La 

polimerización se llevó a cabo con luz ultravioleta (UV) durante 48 h. Todo el proceso se 

realizó a -50 ºC en el Cryosystem (RUA) en agitación (Fig. 3.7b). 
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Figura 3.7- a) Cryovacublock utilizado para criofijar los pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia por 

proyección de los mismos contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido a -260 ºC.  El enfriamiento se 

realiza a través de un serpentín que rodea al recinto donde se encuentra el bloque de cobre en vacío. La abertura 

del recinto donde se halla el bloque y la proyección de la muestra accionada por una válvula electro neumática 

están perfectamente sincronizados. Un termopar permite medir la temperatura del bloque de cobre en cada 

momento. En los experimentos realizados, la cabina donde está instalado el equipo cuya humedad está 

controlada (40-50 % de humedad), se mantuvo en condiciones de oscuridad y se trabajó en presencia de luz 

verde difusa. HeL: dewar helio líquido; EHe: entrada helio líquido; PM: proyector de la muestra; BC: cámara del 

bloque de cobre; T: termopar. b) Cryosystem RUA, congelador que enfría hasta -95 ºC para efectuar 

criosustitución y crioinclusión, y que contiene 3 módulos. Un módulo de criosustitución y crioinfiltración (b1) 

provisto de un sistema de agitación, construído por el equipo investigador y técnico de los Servicios Científico 

Técnicos, que consiste en un balancín a base de bobinas electromagnéticas que funciona perfectamente desde -

90 ºC hasta temperatura ambiente. Las muestras se colocan en un sistema de cestillas (C) para facilitar su 

transporte.  Otro módulo de crioinclusión (b2) para confeccionar los bloques y un módulo de polimerización 

(b3) con una lámpara ultravioleta (UV) y una entrada de N2 enfriado que permite polimerizar resinas acrílicas 

en ausencia de oxígeno y con luz UV. 
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Inclusión. Se llevó a cabo en resina Spurr (Spurr, 1969) a temperatura ambiente. Previo a la 

infiltración con la epoxi resina, el material se lavó (4 ºC, 3 x 20 min) con acetona 100 % y 

luego se mantuvo (20 ºC, 4 h) en acetona 100 %. La infiltración se efectuó a 20 ºC y en 

agitación (rotación lenta, 5 rpm) para favorecer la penetración de la resina. Las muestras se 

sumergieron en distintas mezclas de acetona 100 % - Spurr en proporción 3:1 (15 h), 2:2 (24 

h) y 1:3 (24 h) y, por último, en resina pura (48 h + 2 h). La polimerización se llevó a cabo 

en una estufa a 60 ºC durante 48 h. 
 

 

3.4.4.2.2.- Obtención y tinción / contrastado de las secciones. 

 

Las secciones transversales semifinas (1�m de grosor) y ultrafinas (70 nm de grosor) de los 

pulvínulos se obtuvieron como se ha descrito anteriormente (apartado 3.4.4.1.2). 

 

Para evaluar la preservación de la estructura y ultraestructura, algunas secciones 

semifinas y ultrafinas se tiñeron y contrastaron respectivamente tal como se ha descrito en el 

apartado 3.4.4.1.2. Las secciones semifinas se usaron para controlar el estado del material y 

seleccionar las zonas (extensoras y flexoras) de interés para estudiar la ultraestructura. 

 

Las secciones semifinas y ultrafinas destinadas a ser procesadas mediante 

autorradiografía se depositaron sobre portaobjetos y rejillas de cobre, no se tiñeron ni 

contrastaron y se procesaron como se detalla en los apartados 3.4.4.3 y 3.4.4.4. 

 

 

3.4.4.3.- Autorradiografía para microscopía óptica. 

 

El proceso se llevó a cabo en una cámara oscura en presencia de luz verde de seguridad 

(15W con 2 filtros Kodak GBX2). Según el método dipping (Boyenval y Fischer, 1976) los 

portaobjetos con las secciones pulvinulares se sumergieron en la emulsión líquida Ilford K5 

diluida 1:1 (v/v) en agua destilada y conservada a 45 ºC. A continuación, se dejaron secar 

(mínimo 3 h) en un ambiente seco y luego se colocaron en el interior de cajas negras con gel 

de sílice como desecante. Las cajas se envolvieron con papel de aluminio para protegerlas de 
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la luz y se conservaron a 4 ºC durante un tiempo de exposición de 2, 5 y 8 meses. El 

revelado se realizó con Kodak D 19 diluído 1:1 (v/v) en agua destilada (4 min, 19 ºC). Tras 

un lavado en agua destilada y ácido acético 0,2 % (19 ºC, 30 s, fijación con tiosulfato de 

sodio 30 % (21 ºC, 10 min,) y lavado en agua corriente (18-20 ºC, 15 min), los portaobjetos 

se dejaron secar al aire libre en ambiente seco. Los cortes se tiñeron con azul de metileno 0,5 

% tamponado con borax 1 % (5 s) como se ha descrito en el apartado 3.4.4.1. 

 

De cada tiempo de exposición considerado (2, 5 y 8 meses), se seleccionaron 2 

pulvínulos sometidos a los distintos tratamientos químicos, luminosos y procesados con los 

diferentes protocolos y, de cada uno de ellos se observaron de 3-5 secciones semifinas. La 

observación preliminar del estado de las muestras y la obtención de fotografías se llevaron a 

cabo en un microscopio binocular LEITZ con sistema de microfotografía Wild, 

perteneciente al Departamento de Biología Celular de la Facultad de Biología de la 

Universidad de Barcelona. 

 

 

3.4.4.4.- Autorradiografía de alta resolución para microscopía electrónica de 

transmisión. 

 

El proceso de autorradiografía en secciones pulvinulares ultrafinas se efectuó según el 

método Ligop (Bouteille, 1976) que combina el recubrimiento individual de cada rejilla con 

la emulsión nuclear, revelado con fenidon e intensificación de la imagen latente con 

tiocianato de oro. Se llevó a cabo en una cámara oscura en presencia de luz verde difusa de 

seguridad (15W con 2 filtros Kodak GBX2), sin corrientes de aire, a 25-28 ºC y con 55-60 

% de humedad. 

 

Las rejillas de cobre con las secciones pulvinulares se recubrieron con una fina capa 

de emulsión nuclear comercial Ilford L4 diluída 1:4 (v/v) con agua destilada. Para realizar 

esta operación: 1) las rejillas se colocaron sobre unos soportes (pivotes cilíndricos metálicos 

con un diámetro idéntico al de las rejillas y dispuestos verticalmente sobre una base de 

metacrilato), 2) un asa de tungsteno se introdujo en la emulsión nuclear obteniéndose, al 

sacarla, una fina película de emulsión en su interior, 3) el asa se sujetó en posición vertical, 
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se esperó a que la fina película presentase un color de interferencia gris (signo indicativo de 

la obtención de una capa monogranular de emulsión) y finalmente, 4) la película se aplicó 

sobre una rejilla. Se repitió este proceso para cada rejilla. Una vez recubiertas todas las 

rejillas, éstas se unieron a una cinta biadhesiva pegada sobre un portaobjetos y se guardaron 

en cajas negras con gel de sílice como desecante. Las cajas se envolvieron con papel de 

aluminio para evitar la luz y se mantuvieron a 4 ºC durante un tiempo de exposición de 7 y 

10 meses. 

 

El revelado se llevó a cabo en un baño maría a 17,5 ºC donde se encontraban, en 

cristalizadores, la solución de tiocianato de oro, el revelador fenidon y el fijador tiosulfato 

sódico 30 %. Para el revelado, los portaobjetos con las rejillas adheridas  se sumergieron 

sucesivamente en  la solución de tiocinato de oro (5 min), en agua destilada (30 s), en el 

revelador fenidon (1 min), en fijador (15 s), en fijador (4-5 min), en agua destilada (2 min), 

en agua corriente (10 min) y en agua destilada (2 lavados rápidos) y, luego, se dejaron secar 

a temperatura ambiente. 

 

Finalmente, las secciones ultrafinas se contrastaron con acetato de uranilo y citrato 

de plomo (Reynolds, 1963) como se ha descrito en el apartado 3.4.4.1.1 y se observaron 

mediante un TEM Philips 301 (tensión de aceleración de 80 kV). 

 

 De cada tiempo de exposición considerado (7 y 10 meses), se observaron y 

analizaron secciones ultrafinas (3-5 rejillas) de las zonas extensoras y flexoras de 2 

pulvínulos sometidos a los distintos tratamientos químicos y luminosos y procesados con los 

diferentes protocolos. 

 

La preparación de las soluciones necesarias para el desarrollo de este apartado fue: 

 - Emulsión nuclear.- La emulsión nuclear comercial Ilford L4 se diluyó 1:4 con agua 

destilada. La mezcla se agitó lentamente, con una varilla de vidrio, durante 1 h (agitando 

cada 10-15 min) manteniéndola a 45 ºC en un baño maría y, una vez disuelta, se guardó a 4 

ºC en la oscuridad. Antes de su uso, la emulsión se licuó de nuevo calentándola (30 min) a 

45 ºC y dejándola enfriar durante 3 h en la cámara oscura a 20-22 ºC y 50-60 % de humedad. 

- Revelador Fenidon.- La solución se preparó en agitación continua añadiendo 12 g de 
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ácido ascórbico, 2 g de fenidom, 4,8 g de bromuro de potasio, 10,4 g de carbonato de sodio, 

80 g de sulfito de sodio anhidro y 48 g de tiocinato de potasio a 600 ml de agua destilada. 

Los compuestos se añadieron uno a uno y, a intervalos, de 30 min. La solución se enrasó a 

800 ml con agua destilada y se filtró a través de 2 hojas de papel de filtro. 

 - Fijador.- Se preparó una solución de tiosulfato de sodio 30 %. La solución se filtró a 

través de 2 hojas de papel de filtro antes de su uso. 

 - Tiocinato de oro ("gold latensification").- La solución se preparó con agua destilada 

hervida y dejada enfriar a temperatura ambiente. Se mezclaron 2 ml de cloruro de oro 

(HAuCl4) 2 % con 200 ml de agua destilada y se ajustó el pH entre 9-9,5 (NaOH 0,1-1 N). 

Cuando el pH descendió a 7, se añadieron 500 mg de tiocianato de potasio (KCNS) y la 

solución viró de color pasando de amarillo a marrón y, por último, quedó incolora. 

Finalmente, se añadieron 600 mg de bromuro de potasio (pH final 3,8) y la solución se 

enrasó a 1 l con agua destilada previamente hervida y dejada enfriar. 

 

 

3.4.4.5.- Análisis de los autorradiogramas y tratamiento estadístico. 

 

Los autorradiogramas de las secciones pulvinulares semifinas se observaron en un 

microscopio óptico (Olympus BH2-UMA), captándose las imágenes en una cámara de vídeo 

(JVC TK-1270) conectada a un ordenador mediante la tarjeta comet (Matrox) obteniéndose 

imágenes de 502 x 635 pixeles. Estas imágenes fueron tratadas por binarización (imagen 

únicamente en blanco y negro, de manera que los precipitados a medir se difierenciaron del 

resto por su tonalidad) con el programa IMAT. Se trabajó con el objetivo de 50 aumentos, 

que permitía distinguir perfectamente los precipitados (de igual tamaño y forma). De cada 

tratamiento químico y luminoso se analizaron 10 células corticales (externas o internas) de 

las zonas flexoras o extensoras. En el apartado de resultados, los valores del número de 

precipitados / área celular corresponden a la media del número de precipitados de las 10 

células de cada zona pulvinular ± SE. Este análisis se realizó en los Servicios Científico 

Técnicos, actualmente Centres Científics i Tecnològics, de la Universidad de Barcelona. 

 

  El análisis de la varianza se realizó con el programa SPSS para Windows v. 10.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL). Se utilizó el test ANOVA Post Hoc de Duncan para comparar el 
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contenido de sacarosa y manitol en células flexoras y extensoras irradiadas con R o FR. El 

grado de significación estadística fue de P<0,001. El número de réplicas fue de 10. 

 

 

3.5.- Metodología para la detección citoquímica de Ca2+ en los pulvínulos secundarios 

de Robinia pseudoacacia durante el cierre nictinástico controlado por fitocromo(s). 

 

Para estudiar la distribución inter e intracelular de Ca2+ en los pulvínulos y su posible 

alteración durante el movimiento foliar se ha utilizado el método de precipitación de 

cationes con piroantimoniato potásico (KPA) (Klein y col., 1972; Hayat, 1993). Este 

método se basa en la capacidad de unión del KPA, una sal doble con enlaces inestables, a 

cationes mono-, di- y trivalentes generando unos precipitados insolubles densos a los 

electrones. Cada catión y cada tejido exigen distintos protocolos para llevar a cabo la 

reacción, que depende de la sustitución de potasio por cationes del tejido cuando la molécula 

de KPA está disuelta en el fijador (Simson y Spicer, 1975). 

 

Este método fue desarrollado por Komnick (1962) para localizar Na+ a nivel 

subcelular y posteriormente se ha utilizado para la localización de otros cationes como Mg2+, 

K+, Mn2+, Zn2+, Fe2+, Ba2+ y, de forma muy específica, Ca2+ intercambiable o ligeramente 

ligado tanto en animales como en vegetales (Wick y Hepler, 1982; Slocum y Roux, 1982; 

Jaunin y col., 1991; Lazzaro y Thomson, 1992; Musetti y Favali, 2003; Li y col, 2007). 

Ensayos in vitro demuestran que la eficiencia de la precipitación varía según el catión, la 

concentración de KPA, el tiempo y la temperatura de incubación así como por la 

concentración relativa de cationes del medio. Según Klein y col. (1972) la concentración 

mínima a la cual precipitan eficientemente Ca2+ (≈ 100 %), Mg2+ (≈ 70 %) y Na+, en KPA 2 

% (pH 7,8; no tamponado) durante 1 h a 4 ºC, es respectivamente de 1, 10 y 104 µM; 

aumentando la formación de precipitados con la concentración (Ca2+ 10-100 µM; Mg2+ 

0,05-0,3 mM y Na+ 10-30 mM). Slocum y Roux (1982) estiman que el KPA 0,75 % (2 h, 21 

ºC) precipita eficientemente (> 80 %) Ca2+ en un rango de concentración de 20 μM-1 mM. 

La precipitación aumenta linealmente con la concentración y es independiente de la 

adición de tampón Tris 20 mM (pH 7,6) y KCl 0,1 M a la solución. Así pues, la afinidad 

del KPA por el Ca2+ supera a la del Mg2+ y del Na+ y mediante una cuidadosa selección de 
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los parámetros de la reacción el método es específico para la localización in situ de Ca2+ 

(Hayat, 1993). En cualquier caso, la especificidad de la reacción puede controlarse 

determinando la composición de los precipitados por microanálisis de Rayos X (Wick y 

Hepler, 1982) o utilizando quelantes, como el ácido etilenglicol-bis-(β-aminoetileter)-N,N´-

tetraacético (EGTA) o el ácido etilendiamino-tetracético (EDTA), que evitan la formación 

de precipitados o disuelven los precipitados de piroantimoniato cálcico (Wick y Hepler, 

1980; Qin y col., 2005). 

 

Una limitación inherente a este método es la posible redistribución y pérdida de 

cationes durante la manipulación y procesamiento del material. La fijación es una etapa 

crítica del proceso pero los precipitados de antimonio también pueden disolverse y/o 

redistribuirse durante la deshidratación, inclusión y contrastado (Klein y col., 1972). 

 

En este contexto, antes de proceder a la localización in situ de Ca2+ en los pulvínulos 

durante el cierre nictinástico, se optimizó la metodología ensayando varios protocolos de 

fijación para evaluar la preservación estructural, ultraestructural y la precipitación de Ca2+. 

 

 

3.5.1.- Toma de muestras. 
 

Los pulvínulos secundarios se obtuvieron de hojas maduras (4ª-6ª a partir del ápice) de 

plantas de R. pseudoacacia mantenidas en ciclos de 16 h de luz / 8 h de oscuridad. Con la 

finalidad de inmovilizar los compuestos solubles y establecer su distribución in vivo, la 

recolección de los pulvínulos y su inmediata fijación se realizaron con la mayor rapidez 

posible. Por ello, cada pulvínulo se sumergió, inmediatamente después de su obtención, en la 

solución de fijación. Al efectuar el muestreo se descartó el pulvínulo secundario del foliolo 

apical. Al separar los pulvínulos se conservó la parte basal de los limbos foliares para 

identificar la parte del pulvínulo más próxima al limbo de la situada junto al raquis (Fig. 

3.8). 

 

Para la optimización del método el muestreo se efectuó a las 2 h del fotoperiodo. Se 

seleccionó una hoja madura, se depositó sobre una superficie de vidrio y se añadieron gotas 
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Figura 3.8- Recolección de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia para investigar la distribución de 

Ca2+ por precipitación con KPA durante el cierre nictinástico foliar controlado por fitocromo(s). A las 2 h del 

inicio del fotoperiodo se seleccionaron hojas  (4ª-6ª hoja a partir del ápice)  y se sumergió la parte inferior del 

pecíolo en agua destilada. Al inicio del periodo oscuro y a los 30 min de oscuridad se midió el ángulo que 

forman entre sí los pares de foliolos. Las hojas se irradiaron con luz roja (R, 15min) ó roja lejana (FR, 5min) y 

se trasladaron a la oscuridad. Inmediatamente y a los 30 min de oscuridad se separaron los pulvínulos para 

sumergirlos en el fijador. 
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de tampón fosfato potásico 0,1 M (pH 7,8) de tal forma que los pulvínulos quedaron 

completamente sumergidos en esta solución. Seguidamente, con un bisturí, un pulvínulo se 

separó del raquis y, después de eliminar parte del limbo foliar, se sumergió inmediatamente 

en la solución de fijación. Esta operación se repitió hasta obtener 8 pulvínulos secundarios 

que se repartieron aleatoriamente entre 7 soluciones de fijación (Tabla 3.4, protocolos A a 

G). El proceso se repitió con otras 7 hojas obteniéndose 56 pulvínulos (8 

pulvínulos/protocolo). 

 

El muestreo para la localización in situ de Ca2+ en los pulvínulos secundarios durante 

el cierre nictinástico foliar dependiente de phy(s) está representado en la Fig. 3.8. A las 2 h 

del fotoperiodo se seleccionaron 4 hojas maduras y la parte basal de los pecíolos se sumergió 

en agua destilada contenida en un tubo de ensayo. Al inicio del período oscuro, y 30 min 

más tarde, se midió el ángulo que formaban cada par de foliolos (ángulos foliar) mediante un 

semicírculo graduado. A continuación, 2 hojas se irradiaron con R (15 min) y 2 con FR (5 

min) e inmediatamente se trasladaron a la oscuridad. Inmediatamente y después de 30 min 

de oscuridad se aislaron los pulvínulos, como se ha comentado en el párrafo anterior, y se 

sumergieron rápidamente en el fijador – protocolo E (Tabla 4.3). De cada tratamiento 

luminoso se procesaron 8 pulvínulos al inicio del periodo oscuro y 8 pulvínulos a los 30 min 

de oscuridad. La recolección del material se realizó en la oscuridad, en presencia de luz 

verde de seguridad. Se efectuaron dos muestreos. 

 

 

3.5.2.- Preparación del material. 

 

Se ensayaron 7 protocolos (Tabla 3.4) que difieren por la composición de la solución de 

fijación y postfijación con OsO4. 

 

 

3.5.2.1.- Fijación, deshidratación e inclusión. 

 

La fijación se efectuó según Mentré y Escaig (1988) en soluciones con KPA 4%, 

parafomaldehido 2 % ± fenol 1%; pero se modificó la concentración de glutaraldehido para 
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mejorar la preservación ultraestructural (Tabla 4.3). Todas la soluciones de fijación se 

prepararon en tampón fosfato potásico 0,1 M (pH 7,8). 

 

Los pulvínulos enteros se fijaron (20 ºC, 5 h) en glutaraldehido 2,5 % - 

paraformaldehido 2 % (protocolos A y C), glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - 

fenol 1 % (protocolo B y D ), glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con 

KPA 4 % (protocolo E), glutaraldehido 1 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con KPA 4 

% (protocolo F) y paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con KPA 4 % (protocolo G). Para 

facilitar la incorporación del fijador se efectuó un ligero vacío durante los primeros 30-40 

min de la fijación. 

 

Finalizada la fijación todos los pulvínulos se lavaron (20 ºC, 3 x 20 min) en agua 

destilada desionizada (Tabla 3.4) excepto los procesados según los protocolos A y B que se 

lavaron (20 ºC, 3 x 20 min) con tampón fosfato potásico 0,1 M (pH 7,4) y se postfijaron (4 

ºC, 3 h) en OsO4 2 % en tampón fosfato potásico 0,1 M (pH 7,4). Finalmente, este material 

también se lavó (20 ºC, 3 x 20 min) en agua destilada desionizada. 

 

El ensayo de optimización del método la fijación se realizó en presencia de luz. En 

los ensayos de detección de Ca2+ durante el cierre nictinástico la fijación y lavados se 

efectuaron en la oscuridad. El material se manipuló en presencia de luz verde de seguridad. 

 

La deshidratación de los pulvínulos (osmificados y no osmificados) y su inclusión 

en resina Spurr (Spurr, 1969) se realizaron como se ha descrito en el apartado 3.4.4.1.1. 

 

 

3.5.2.1.1- Preparación de soluciones de fijación con piroantimoniato potásico. 

 

- Solución KPA 10%: Se preparó inmediatamente antes de su uso, disolviendo 2 gr de 

piroantimoniato potásico en 50 ml de agua destilada desionizada, en agitación (500 rpm) a 

200 ºC durante 1 hora. En estas condiciones, el volumen de la solución disminuyó a 20 ml. 

La solución resultante se dejó enfriar, en agitación, a temperatura ambiente presentando un 

aspecto transparente, indicador de la buena disolución del KPA. 
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- Soluciones de fijación: Se prepararon tres soluciones de fijación: 1) glutaraldehido 5 % - 

paraformaldehido 4 %, 2) glutaraldehido 2% - paraformaldehido 4 %, y, 3) 

paraformaldehido 4% en tampón fosfato potásico 0,2 M (pH 7,8). 

- Soluciones de fijación con KPA 4%: Se preparó una solución de KPA 8 % por dilución 

de la solución de KPA 10% con agua destilada desionizada. Antes de su uso, se mezclaron a 

partes iguales (v/v) esta solución de KPA 8 % con cada una de las soluciones de fijación (1, 

2 o 3) y, finalmente se añadió fenol (concentración final 1 %). De esta forma se obtuvieron 

soluciones de fijación sobresaturadas de KPA 4 %, concentración favorable para la 

precipitación de cationes (Mentré y Escaig, 1988). 

 

 

3.5.2.2.- Obtención, tinción/contrastado de las secciones y observación. 

 

La obtención de secciones transversales semifinas (0,5-1 �m de grosor) y ultrafinas (70 nm 

de grosor) así como su tinción/contrastado se efectuaron como se ha descrito en el apartado 

3.4.4.2.2. Las secciones semifinas se usaron para controlar el estado del material y 

seleccionar las zonas (extensoras y flexoras) de interés para estudiar la ultraestructura. Las 

secciones destinadas a microanálisis de Rayos X no se contrastaron puesto que el acetato de 

uranilo puede disminuir el tamaño o disolver los precipitados de antimoniato (Hayat, 1993). 

 

Se observaron de 3 a 5 secciones semifinas de 2-3 pulvínulos procesados según los 

protocolos A-G y de pulvínulos irradiados con R o FR (protocolo E) en un microscopio 

binocular LEITZ perteneciente al Departamento de Biología Celular de la Facultad de 

Biología de la Universidad de Barcelona. También se observaron de 3-5 rejillas con 

secciones ultrafinas del mismo material con un TEM Philips 301 de los Servicios Científico 

Técnicos, actualmente Centres Científics i Tecnològics, de la Universidad de Barcelona. 

 

 

3.5.3.- Microanálisis de Rayos X de los precipitados. 

 

La composición elemental de los precipitados se determinó por microanálisis de Rayos X. 
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Figura 3.9- a) Microfotografía de células corticales motoras de una sección transversal de pulvínulo de Robinia 

pseudoacacia procesado para la localización citoquímica de Ca2+ por precipitación con piroantimoniato 

potásico, según el protocolo E (Material y Métodos, Tabla 3.4). En a se señalan (mediante flechas) las zonas 

donde se obtuvieron los espectros de energía dispersiva de Rayos X de precipitados citoplasmáticos (b) y de los 

espacios intercelulares (c), así como de la pared celular (d) y de las vacuolas acuosas (e) que carecen de 

precipitados. En los espectros b y c se observan cuatro picos de Sb [Lαa (3,604 kev), Lß1 (3,843 kev), Lß2 (4,1 

kev) y Lγ1 (4,347 kev); líneas verdes], el primero de ellos deformado por la presencia de Ca [Kα1 (3,690 kev); 

línea negra]. C, citoplasma; Ei, espacio intercelular; P, pared; V, vacuola. Barra: 0,2 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

a 

 

 

 

 

 

 

b 

 

 

 

 

 

 

c 

 

 
Figura 3.10- a) Microfotografía de células corticales motoras de una sección transversal de pulvínulo de 

Robinia pseudoacacia procesado sin KPA según el protocolo D (Material y Métodos, Tabla 3.4). En a se 

señalan (mediante flechas) las zonas donde se obtuvieron los espectros de energía dispersiva de Rayos X de la 

pared celular (b) y de las vacuolas (c). En los espectros se indican, con línea roja, los picos correspondientes a 

Ca [Kα1 (3,690 kev) y Kß1 (4,012 kev)]. Ei, espacio intercelular; P, pared; V, vacuola. Barra: 0,2 µm. 
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El análisis se llevó a cabo en secciones de 200 nm de grosor (Figs. 3.9a y 3.10a) depositadas 

sobre rejillas de cobre (elemento que no interfiere en la detección de los picos estudiados 

(Kα y Kβ) de Ca) recubiertas de una fina membrana de Formvar. Las secciones, sin 

contrastar, se recubrieron con una fina película de carbón (5 nm) en un evaporador de alto 

vacío (Edwards, modelo 12E/1266) para proporcionar estabilidad bajo el haz de electrones. 

Se realizaron determinaciones microanalíticas de precipitados de distintos compartimentos 

de células extensoras y flexoras de diferentes pulvínulos (Fig. 3.9). También se analizó la 

composición elemental de la resina Spurr, la membrana de Formvar y de compartimentos 

celulares sin precipitados (Fig. 3.9). Como control negativo se usó material procesado según 

el protocolo D (Material y Métodos, Tabla 3.4). 

 

En una primera etapa las determinaciones microanalíticas se realizaron en un 

microscopio electrónico Hitachi H-800-MT, con un detector de energía dispersiva de Rayos 

X (Kevex EDX, Valencia, CA) y un procesador de pulsos (Kevex-4460). El equipo trabajó 

con un voltaje de 100 kV y sondas de 50 nm de diámetro. Los análisis se efectuaron a 

100.000 x. El tiempo de adquisición de los espectros fue de 100 s. Los espectros se 

procesaron teniendo en consideración los picos de escape (en el área real de cálculo de Ca se 

ha integrado el pequeño pico de escape de Ca), efectuándose también la sustracción del 

ruido de fondo. Los distintos elementos se identificaron por sus picos característicos del 

espectro de energía dispersiva de Rayos X: Ca [Kα1 (3,690 kev) y Kß1 (4,012 kev)], K [Kα1 

(3,312 kev) y Kß1 (3,589 kev)] y Sb [Lα1 (3,05 kev), Lαa (3,604 kev), Lß1 (3,843 kev), Lß2 

(4,1 kev) y Lγ1 (4,347 kev)]. Los picos en que se encontraban solapados Sb (Lαa  y Lß2) y Ca 

(Kα1 y Kß1) se separaron estadísticamente por deconvolución gausiana (Slocum y Roux, 

1982; Poenie y Epel, 1987; Trillas-Gay y Araus, 1993) mediante el programa informático 

Quantex-6 (Kevex); en este caso se utiliza un patrón teórico que separa matemáticamente los 

picos por intensidades (cuentas.s-1). 

 

En una segunda etapa las determinaciones microanalíticas se realizaron en un 

microscopio electrónico Jeol J2100 provisto de un detector INCA X-sight Oxford 

Instruments. El equipo trabajó con un voltaje de 200 kV y sondas de 50 nm de diámetro. Los 

análisis se efectuaron a 2.000 x. El tiempo de adquisición de los espectros fue de 1 min. En 

este caso, la identificación elemental de Ca y Sb se realizó marcando el centroide de los 
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picos característicos, del espectro de energía dispersiva de Rayos X, de estos 2 elementos 

(Figs. 3.9b-e, 3.10b-c). 

 

 

3.5.4.- Estima de la distribución de precipitados de Ca2+. Tratamiento estadístico. 

 

La distribución de los precipitados se estimó mediante 2 aproximaciones: 

 

1.- Contaje del número de precipitados (Klein y col., 1972; Qin y col., 2005). Se 

realizó en microfotografías de secciones ultrafinas a 14.630 x para diferenciar claramente los 

precipitados de distinto tamaño. Se seleccionaron 4 microfotografías de células corticales 

extensoras y flexoras de pulvínulos irradiados con R y FR. De cada una de ellas se calculó el 

número de precipitados por µm2 en diferentes compartimentos celulares. En el apartado de 

resultados se presentan los valores medios del número de precipitados por µm2 ± SE. 

 

2.- Cálculo del área ocupada por los precipitados citoplasmáticos (Thureson-

Klein y Klein, 1971). Se efectuó en secciones ultrafinas (20.000 x) observadas en un 

microscopio electrónico Hitachi 600-AB. Las imágenes se captaron mediante una cámara 

digital CCD de 24,6 x 24,6 mm Bioscan (Gatan) y se procesaron mediante el programa 

Digital Micrograph obteniéndose imágenes de 1024 x 1024 pixeles que fueron tratadas por 

binarización con el programa IMAT de los Servicios Científico Técnicos, actualmente 

Centres Científics i Tecnològics, de la Universidad de Barcelona. De cada tratamiento 

luminoso se seleccionaron 4 imágenes correspondientes a células motoras flexoras y 

extensoras de un mismo pulvínulo. De cada imagen, se seleccionaron aleatoriamente 10 

zonas (incluyendo pared y citoplasma) de 20,4 �m2 de superficie y de cada una de ellas se 

calculó el área ocupada por los precipitados, el área del citoplasma y la relación entre ambas. 

En los resultados se presentan los valores medios obtenidos ± SE. También se determinó la 

relación entre el área de precipitados por �m2 de citoplasma y el número de precipitados por 

�m2 de citoplasma ± SE. 

 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa SPSS para Windows v. 14.0 
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(SPSS Inc., Chicago, IL). Se utilizó el test ANOVA Post Hoc de Duncan para comparar las 

áreas de precipitados de Ca2+ citoplasmáticos en células flexoras y extensoras de pulvínulos 

irradiados con R o FR al inicio y después de 30 min de oscuridad. El grado de significación 

estadística fue de P˂0,05. 
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4.1.- Cierre nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios de 

Albizia lophantha. 

 

Los foliolos secundarios de A. lophantha cerraron cuando se trasladaron de la luz a la 

oscuridad a las 2 h y 8 h del fotoperiodo. El grado de cierre se modificaba si en el momento 

de la transición los foliolos se irradiaban con R o FR. De modo general, la magnitud de 

cierre de los foliolos irradiados con R superaba a la de los irradiados con FR después de 3 h 

de oscuridad (Figs. 4.1 a 4.3 y 4.5 a 4.10). Sin embargo, la pauta del movimiento foliar varió 

considerablemente dependiendo del tiempo de inicio de los ensayos de tal forma que: 

 

a) a las 2 h del fotoperiodo, los foliolos irradiados con R cerraron durante 1-2 h y 

luego: i) se mantuvieron en esta posición (Figs. 4.3a, 4.5 y 4.6) o, ii) iniciaron su reabertura 

(Figs. 4.1, 4.2a, 4.7, 4.8, 4.9 y 4.10). En cambio, los irradiados con FR cerraron a los 30 min 

de oscuridad y, a continuación iniciaron su reabertura (Figs. 4.1, 4.2a, 4.3a, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 

4.9 y 4.10). 

 

b) a la mitad del fotoperiodo, los foliolos irradiados con R continuaron cerrando 

durante las 3 h de oscuridad (Figs. 4.2b y 4.3b). Los foliolos irradiados con FR también 

continuaron con el movimiento de cierre (Fig. 4.3b) o bien iniciaron una lenta reabertura a 

los 30 min de oscuridad (Fig. 4.2b). 

 

 El efecto fitocromo (diferencia en grados de cierre entre los ángulos de los foliolos 

irradiados con R o FR) calculado a las 3 h de oscuridad aumentó significativamente a las 8 h 

del fotoperiodo, respecto al valor obtenido a las 2 h del fotoperiodo (Tabla 4.2). 

 

 

4.1.1.-Efecto de la fusicoccina. 

 

La fusicoccina (FC 1-100 μM) inhibió el cierre nictinástico inducido a las 2 h y 8 h del 

fotoperiodo y, en general, estimuló la reabertura foliar. La magnitud y duración de ambos 

efectos variaron según el estado del/los phy(s) (Pfr o Pr), la concentración de FC usada y, 

además, entre los distintos ensayos efectuados. 
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                                    HORAS  DE  OSCURIDAD 

 

Figura 4.1- Efecto de la fusicoccina (FC) sobre el cierre nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos 

secundarios de Albizia lophantha a las 2 h del fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua 

destilada (o, ▬), 1 (●, ▬), 10 (�, ▬) ó 100 (�, ▬) �M de FC, se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se 

dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la 

fotofase. 

 

 

 
Tabla 4.1.- Modificación del efecto fitocromo (XR-XFR) por la fusicoccina (FC) a las 3 h de inducir el cierre 

nictinástico de los foliolos secundarios de Albizia lophantha. Los foliolos se aislaron a las 2 h del fotoperiodo, 

se dejaron flotar en las soluciones control (agua destilada) o problema (FC 1, 10 y 100 μM), se irradiaron con R 

(15 min) o FR (5 min) y se dejaron en la oscuridad durante 3 h. El efecto fitocromo se determinó por la 

diferencia, en grados de cierre, entre los ángulos de los foliolos irradiados con R y FR (Material y Métodos, 

apartado 3.3.3). Los valores corresponden a la media ± SE, n osciló entre 3 y 10. Las letras distintas indican 

diferencias significativas (ANOVA, P< 0,05) mediante el test Post hoc Duncan. 

 

Fusicoccina (µM) XR – XFR 
0  23,1 ± 2,4 a 

1  12,3 ± 2,0 b 

10   5,8 ± 1,3 bc 

100    1,0 ± 5,3 c 
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En un primer ensayo, a las 2 h del fotoperiodo, la FC a concentraciones 1 a 100 μM, 

inhibió el cierre nictinástico y estimuló la reabertura de los foliolos irradiados con R (Fig. 

4.1). El efecto inhibidor se detectó a los 30 min (FC 10 μM), 1 h (FC 100 μM) y 2 h (FC 1 

μM) de oscuridad. La reabertura se manifestó al cabo de 1 h (FC 10 μM), 1,5 h (FC 100 μM) 

y 2,5 h (FC 1 μM) de oscuridad y continuó hasta el final del experimento. Los foliolos 

tratados con FC 1 μM mostraron la máxima tasa de reabertura. A las 3 h de oscuridad, la 

magnitud de inhibición del cierre fue similar para las tres concentraciones de FC ensayadas, 

obteniéndose valores prácticamente iguales a los detectados al inicio del experimento, 

mientras que los controles sin FC mantenían una magnitud de cierre de 30 º. La FC 10 μM 

fue el tratamiento inhibidor más efectivo en el intervalo 30 min - 2,5 h de oscuridad y, por 

ello, se seleccionó para experimentos posteriores. 

 

En los foliolos irradiados con FR (Fig. 4.1), la FC también inhibió el cierre y 

estimuló la reabertura aunque de forma mucho menos acusada y sin alterar la pauta del 

movimiento foliar, es decir, cierre a los 30 min seguido por reabertura. A las 3 h de 

oscuridad, los foliolos tratados con FC 1 μM estaban más abiertos que los controles y los 

tratados con FC 10 y 100 μM no diferían entre sí. En ensayos posteriores, la FC 10 μM no 

alteró el movimiento foliar (Figs. 4.8, 4.9 y 4.10) e incluso potenció puntualmente el cierre 

(Fig. 4.6) sin que se detectaran diferencias, respecto a los controles, al final del experimento. 

 

En las condiciones ensayadas, a las 3 h de oscuridad, la FC disminuyó 

significativamente el efecto fitocromo de forma dependiente de la concentración. (Tabla 

4.1). Al aumentar la concentración de FC de 1 a 100 μM disminuyó el efecto fitocromo. La 

concentración de FC 100 μM prácticamente anuló el efecto fitocromo. 

 

 

4.1.2.-Efecto de la sacarosa per se y su interacción con la fusicoccina. 

 

La sacarosa (25 a 100 mM) estimuló el cierre nictinástico inducido a las 2 h y 8 h del 

fotoperiodo si bien, la magnitud de este efecto y su duración variaron con la concentración 

de sacarosa aplicada y el tiempo de inicio de los ensayos (Fig. 4.2). 
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  HORAS DE OSCURIDAD 

 

Figura 4.2- Efecto de la sacarosa sobre el cierre nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos 

secundarios de Albizia lophantha a las 2 h (a) o a las 8 h (b) del fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron 

flotar en agua destilada (o, ▬), 25 (●, ▬), 50 (�, ▬) ó 100 (�, ▬) mM de sacarosa, se irradiaron con R (15 

min) o FR (5 min) y se dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. 
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La sacarosa (25-100 mM) aplicada a las 2 h del fotoperiodo (Fig. 4.2a) estimuló el 

cierre nictinástico de los foliolos irradiados con R o FR. La estimulación del cierre se detectó 

a los 30 min de oscuridad y aumentó al incrementar la concentración de sacarosa. A las 3 h 

de oscuridad, el cierre de los foliolos tratados con sacarosa 100 mM superaba - de forma más 

acusada en presencia de Pfr que de Pr - al de los tratados con sacarosa 50 mM. En cambio, la 

magnitud de cierre de los foliolos incubados en sacarosa 25 mM e irradiados con R o FR no 

difería de la de los controles correspondientes. En estas condiciones, la sacarosa no modificó 

el efecto fitocromo calculado a las 3 h de oscuridad (Tabla 4.2). 

 

 

 
Tabla 4.2.- Modificación del efecto fitocromo (XR-XFR) por la sacarosa a las 3 h de inducir el cierre 

nictinástico de los foliolos secundarios de Albizia lophantha. Los foliolos se aislaron a las 2 h y 8 h del 

fotoperiodo, se dejaron flotar en las soluciones control (agua destilada) o problema (sacarosa 25, 50 y 100 

mM), se irradiaron con R (15 min)  o FR (5 min) y se dejaron en la oscuridad durante 3 h. El efecto fitocromo 

se determinó por la diferencia, en grados de cierre, entre los ángulos de los foliolos irradiados con R y FR 

(Material y Métodos, apartado 3.3.3). Los valores corresponden a la media ± SE, n osciló entre 3 y 10. Las 

letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA, P< 0,05) mediante el test Post hoc Duncan. 

 

Sacarosa (mM) XR – XFR 

2 h fotoperiodo 

XR – XFR 

8 h fotoperiodo 
0 23,1 ±   2,4  a 41 ± 6,5 b 

25 23,6 ± 10,6  a 47 ± 3    b 

50 23,8 ±   3,5  a 39 ± 6    b 

100 31,3 ± 10,3  a 48 ± 1    b 

 

 

 

Cuando los ensayos se efectuaron a la mitad del fotoperiodo (Fig. 4.2b), la sacarosa 

25 mM también estimuló transitoriamente (intervalo 30 min - 2 h de oscuridad) el cierre de 

los foliolos irradiados con R pero no afectó el movimiento de los irradiados con FR. En 

cambio, la sacarosa 50 y 100 mM mostraron la misma efectividad estimulando el cierre 

tanto en presencia de Pfr como de Pr en el intervalo 30 min - 2,5 h de oscuridad. En estas 

condiciones la sacarosa tampoco alteró el efecto fitocromo calculado a las 3 h de oscuridad 

(Tabla 4.2). 
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                                                                           HORAS  DE  OSCURIDAD 

 

Figura 4.3- Efecto del tratamiento simultáneo de sacarosa 50 mM y fusicoccina 10 µM sobre el cierre 

nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios de Albizia lophantha a las 2 h (a) y 8 h (b) del 

fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua destilada (o, ▬), fusicoccina 10 µM (●, ▬), sacarosa 

50 mM (�, ▬) ó sacarosa 50 mM y fusicoccina 10 µM (�, ▬), se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se 

dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. 
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Tabla 4.3.- Modificación del efecto fitocromo (XR-XFR) por la sacarosa y la fusicoccina (FC) a las 3 h de 

inducir el cierre nictinástico de los foliolos secundarios de Albizia lophantha. Los foliolos se aislaron a las 2 h y 

8 h del fotoperiodo, se dejaron flotar en las soluciones control (agua destilada) o problema (FC 10 µM, 

sacarosa 50 mM o ambas), se irradiaron con R (15 min)  o FR (5 min) y se dejaron en la oscuridad durante 3 h. 

El efecto fitocromo se determinó por la diferencia, en grados de cierre, entre los ángulos de los foliolos 

irradiados con R y FR (Material y Métodos, apartado 3.3.3). Los valores corresponden a la media ± SE, n osciló 

entre 3 y 10. Las letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA, P< 0,05) mediante el test Post hoc 

Duncan. 

 

Tratamiento químico XR – XFR 

2 h fotoperiodo 
XR – XFR 

8 h fotoperiodo 
Agua destilada (control) 23,1 ± 2,4 a 41    ± 6,5 d 

FC 10 µM   5,8 ± 1,3 b 10,5 ± 5,5 e 

Sacarosa 50 mM 23,8 ± 3,5 a 39    ± 6    d 

Sacarosa 50 mM + FC 10 µM   -4   ± 4,7 c  11   ± 1    e 

 

 

 

La aplicación simultánea de sacarosa 50 mM y FC 10 μM, antes de inducir el 

cierre nictinástico a las 2 h (Fig. 4.3a) y 8 h (Fig. 4.3b) del fotoperiodo, inhibió el cierre 

foliar superando el efecto inhibidor de la FC 10 μM  tanto en los foliolos irradiados con R 

como en los irradiados con FR. Así pues, la sacarosa 50 mM aplicada simultáneamente con 

FC 10 μM no realizaba su efecto típico de estimular el cierre sino lo contrario, potenciaba el 

efecto inhibidor del cierre de la FC. 

 

A las 2 h del fotoperiodo, el tratamiento simultáneo de sacarosa 50 mM y FC 10 

μM provocó una disminución significativa del efecto fitocromo respecto a la provocada por 

la FC 10 μM después de 3 h de oscuridad (Tabla 4.3). Este efecto no se observó a las 8 h del 

fotoperiodo. 

 

Resultados similares se obtuvieron con tratamientos secuenciales de sacarosa 50 

mM y FC 10 μM durante el cierre nictinástico per se inducido a las 2 h del fotoperiodo (Fig. 

4.4): 

a) FC 10 μM - sacarosa 50 mM (Fig. 4.4a). La FC 10 μM, aplicada a los 10 min de 

oscuridad, inhibió el cierre y estimuló la reabertura a partir de las 1,5 h de oscuridad. Este 
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efecto aumentó al añadir sacarosa 50 mM. 

 

b) sacarosa 50 mM - FC 10 μM (Fig. 4.4b). La sacarosa 50 mM, añadida a los 10 

min de oscuridad, estimuló el cierre y la posterior adición de FC 10 μM estimuló la 

reabertura. A las 3 h de oscuridad, el ángulo de los foliolos tratados secuencialmente con 

sacarosa 50 mM y FC 10 μM no difería del de los tratados solamente con FC 10 μM 

(comparar Figs. 4.4a y b). 

 

 

       HORAS  DE  OSCURIDAD 

Figura 4.4- Efecto del tratamiento secuencial de fusicoccina (FC) 10 µM - sacarosa (SAC) 50 mM (a) y 

sacarosa 50 mM - fusicoccina 10 µM (b) sobre el cierre nictinástico de los foliolos secundarios de Albizia 

lophantha a las 2 h del fotoperiodo. Movimiento de los foliolos flotando en agua destilada (▬), FC 10 µM (▬), 

SAC 50 mM (▬) y FC 10 µM + SAC 50 mM (▬). Las flechas indican el tiempo de adición de la FC y la SAC. 

Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la fotofase. 

 

 

4.1.3.- Efecto de azúcares-alcohol per se y su interacción con la fusicoccina. 

 

El sorbitol (25-100 mM) aplicado a las 2 h del fotoperiodo, inmediatamente antes de inducir 
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el cierre nictinástico, estimuló el cierre de los foliolos irradiados con R (Fig. 4.5). El efecto 

se observó a los 30 min de oscuridad y persistió hasta las 2 h (25 y 100 mM) o 2 h 30 min 

(50 mM), iniciándose a continuación la reabertura de los foliolos. La promoción del cierre 

aumentó al incrementar la concentración de 25 a 50 o 100 mM (no se detectaron diferencias 

entre las concentraciones 50 y 100 mM). A las 3 h de oscuridad, los foliolos incubados en 

sorbitol 50 o 100 mM estaban más cerrados que los foliolos control y los incubados en 

sorbitol 25 mM que no diferían entre sí.  

 

En los foliolos irradiados con FR, el sorbitol inhibió la reabertura foliar de forma 

independiente de la concentración. A las 3 h de oscuridad, el cierre de los foliolos incubados 

en sorbitol (25-100 mM) e irradiados con FR no difería del de los controles irradiados con R. 

Así pues, a las concentraciones ensayadas el sorbitol contrarrestó el efecto de una irradiación 

FR y no alteró significativamente el efecto fitocromo (Tabla 4.4a). 

 

 
                                   HORAS  DE  OSCURIDAD 

Figura 4.5- Efecto del sorbitol sobre el cierre nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios 

de Albizia lophantha a las 2 h del fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua destilada (o, ▬), 

25 (●, ▬), 50 (�, ▬) ó 100 (�, ▬) mM de sorbitol, se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se dejaron 3 h 

en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la fotofase. 
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La aplicación simultánea de sorbitol 50 mM y FC 10 μM anuló el efecto del 

sorbitol 50 mM tanto en presencia de Pfr como de Pr (Fig. 4.6). Este tratamiento antes de 

irradiar con R: a) superó la acción de la FC 10 μM inhibiendo el cierre y, b) estimuló la 

reabertura de los foliolos que a las 3 h de oscuridad llegaron a superar el ángulo de inicio del 

experimento. Así, la adición simultánea de sorbitol 50 mM y FC 10 μM producía el mismo 

efecto potenciador de la acción de la FC 10 μM  que el detectado aplicando sacarosa 50 mM y 

FC 10 μM (Fig. 4.6). En cambio, en los foliolos irradiados con FR, la adición de ambos 

compuestos inhibió transitoriamente el cierre - superando el efecto de la FC 10 μM - pero no 

estimuló la reabertura. A las 3 h de oscuridad, la magnitud de cierre de los foliolos incubados 

en sorbitol 50 mM y FC 10 μM no difería del de los foliolos control ni del de los incubados en 

FC 10 μM. La aplicación de sorbitol 50 mM y FC 10 μM disminuyó significativamente el 

efecto fitocromo superando la disminución provocada por la FC 10 μM (Tabla 4.4b). 

 

 
                                   HORAS  DE  OSCURIDAD 

Figura 4.6- Efecto del tratamiento simultáneo de sorbitol 50 mM y fusicoccina 10 µM sobre el cierre 

nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios de Albizia lophantha a las 2 h del 

fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua destilada (o, ▬), fusicoccina 10 μM (●, ▬), sorbitol 

50 mM (�, ▬) ó sorbitol 50 mM y fusicoccina 10 µM (�, ▬), se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se 

dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la 

fotofase. 
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Tabla 4.4.- Modificación del efecto fitocromo (XR-XFR) por el sorbitol (a) y la aplicación simultánea de 

sorbitol y fusicoccina (FC) (b) a las 3 h de inducir el cierre nictinástico de los foliolos secundarios de Albizia 

lophantha. Los foliolos se aislaron a las 2 h del fotoperiodo, se dejaron flotar en soluciones de sorbitol 0, 25, 

50 y 100 mM; FC 10 µM; sorbitol 50 mM y FC 10 µM, se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se dejaron 

en la oscuridad durante 3 h. El efecto fitocromo se determinó por la diferencia, en grados de cierre, entre los 

ángulos de los foliolos irradiados con R y FR (Material y Métodos, apartado 3.3.3). Los valores corresponden a 

la media ± SE, n osciló entre 3 y 10. Las letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA, P< 0,05) 

mediante el test Post hoc Duncan. 

 

a)                                                                                                b)                                  

Sorbitol (mM) XR – XFR 
0  23,1 ± 2,4 a 

25  18    ± 4    a 

50  21    ± 4,7 a 

100  26    ± 1    a 

 

 

 

 
                                                                                    HORAS  DE  OSCURIDAD 

 

Figura 4.7- Efecto del manitol sobre el cierre nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios 

de Albizia lophantha a las 2 h del fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua destilada (o, ▬), 

25 (●, ▬), 50 (�, ▬) ó 100 (�, ▬) mM de manitol, se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se dejaron 3 h 

en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la fotofase. 

Tratamiento químico XR – XFR 

Agua destilada (control) 23,1 ± 2,4 a 

FC 10 µM   5,8 ± 1,3 b 

Sorbitol 50 mM    21 ± 4,7 a 

Sorbitol 50 mM + FC 10 µM  -7,4 ± 3,2 c 
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En las mismas condiciones experimentales, la aplicación de manitol (25-100 mM) 

también estimuló el cierre de los foliolos irradiados con R o con FR siendo el efecto más 

acusado en los primeros que en los segundos (Fig. 4.7). En los foliolos irradiados con R, la 

concentración 50 mM fue la más efectiva en estimular el cierre entre los 30 min y 2 h de 

oscuridad, luego en la mayoría de los ensayos los foliolos iniciaron la reabertura a las 2 h (50 

y 100 mM) o 2 h 30 min (25 mM) de oscuridad. A las 3 h de oscuridad, el cierre de los 

foliolos incubados en manitol 50 mM no difería del de los incubados en manitol 25 mM, y 

superaba al de los tratados con manitol 100 mM que, a su vez, era superior al de los foliolos 

control irradiados con R. A las 3 h de oscuridad, el manitol 50 y 100mM aumentó - 

independientemente de la concentración - el efecto fitocromo respecto a los controles (Tabla 

4.5). 

 

 

 
                                                                                    HORAS  DE  OSCURIDAD 

 

Figura 4.8- Efecto del tratamiento simultáneo de manitol 50 mM y fusicoccina 10 µM sobre el cierre 

nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios de Albizia lophantha a las 2 h del 

fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua destilada (o, ▬), fusicoccina 10 μM (●, ▬), manitol 

50 mM (�, ▬) ó manitol 50 mM y fusicoccina 10 µM (�, ▬), se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se 

dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la 

fotofase. 
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El tratamiento simultáneo de manitol 50 mM y FC 10 μM anuló el efecto del 

manitol solamente en los foliolos irradiados con R (Fig. 4.8). Además, potenció el efecto de 

la FC 10 μM inhibiendo el cierre a los 30 min de oscuridad y estimuló la reabertura foliar. 

Así, a las 3 h de oscuridad, los foliolos tratados con manitol 50 mM y FC 10 μM estaban 

más abiertos que los incubados solamente con FC 10 μM. Por tanto, la aplicación de manitol 

50 mM simultáneamente con FC 10 μM potenciaba la acción de la FC en concordancia con 

los resultados obtenidos de aplicación simultánea de sacarosa 50 mM y FC 10 μM (Fig. 4. 3) 

y sorbitol 50 mM y FC 10 μM  (Fig. 4. 6). En cambio, en los foliolos irradiados con FR (Fig. 

4.8), la aplicación simultánea de estos compuestos no alteró el movimiento respecto a los 

incubados con manitol 50 mM. En estas condiciones experimentales, el tratamiento manitol 

50 mM y FC 10 μM disminuyó significativamente el efecto fitocromo superando la 

disminución provocada por la FC 10 μM (Tabla 4.5). 
 

 

 

 

Tabla 4.5.- Modificación del efecto fitocromo (XR-XFR) por el manitol (a) y la aplicación simultánea de 

manitol y fusicoccina (FC) (b) a las 3 h de inducir el cierre nictinástico de los foliolos secundarios de Albizia 

lophantha. Los foliolos se aislaron a las 2 h del fotoperiodo, se dejaron flotar en las soluciones de manitol 0, 

25, 50 y 100 mM; FC 10 µM; manitol 50 mM y FC 10 µM, se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se 

dejaron en la oscuridad durante 3 h. El efecto fitocromo se determinó por la diferencia, en grados de cierre, 

entre los ángulos de los foliolos irradiados con R y FR (Material y Métodos, apartado 3.3.3). Los valores 

corresponden a la media ± SE, n osciló entre 3 y 10. Las letras distintas indican diferencias significativas 

(ANOVA, P< 0,05) mediante el test Post hoc Duncan. 

 

a)                                                                                                b)                                  

Manitol (mM) XR – XFR 
0  23,1 ± 2,4 a 

25  33,5 ± 0,5 ab 

50  36,6 ± 4,3 b 

100  35,5 ± 4,5 b 

 

 

 

 

 

Tratamiento químico XR – XFR 

Agua destilada (control) 23,1 ± 2,4 a 

FC 10 µM   5,8 ± 1,3 b 

Manitol 50 mM 36,6 ± 4,3 c 

Manitol 50 mM + FC 10 µM  -7,2 ± 4,2 d 
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4.1.4. Efecto del polietilenglicol 6000 per se y su interacción con la fusicoccina. 

 

El polietilenglicol (PEG) 6000, aplicado inmediatamente antes de inducir el cierre 

nictinástico a las 2 h del fotoperiodo, estimuló el cierre de los foliolos irradiados con R. 

De forma general, este efecto aumentó al incrementar la concentración de PEG 6000 de 

12,4 a 25,2 % y se observó a los 30 min de oscuridad (Figs. 4.9 y 4.10). En los foliolos 

irradiados con FR el PEG estimuló el cierre nictinástico (Figs. 4.9 y 4.10) a los 30 min de 

oscuridad aumentando este efecto al incrementar la concentración de PEG; tras 30 min de 

oscuridad el PEG provocó una ligera reabertura de los foliolos (Figs. 4.9 y 4.10). A las 3 

h de oscuridad, el PEG 6000 25,2 % provocó un incremento significativo del efecto 

fitocromo respecto a los controles (Tabla 4.6). 

 

 

 
                                   HORAS  DE  OSCURIDAD 

 

Figura 4.9- Efecto del PEG 6000 sobre el cierre nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos 

secundarios de Albizia lophantha a las 2 h del fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua 

destilada (o, ▬), 12,4 % (●, ▬), 25,2 % (�, ▬) de PEG 6000, se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) y se 

dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad durante la 

fotofase. 
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En las mismas condiciones experimentales, la aplicación simultánea de PEG 6000 

25,2 % y FC 10 μM estimuló el cierre nictinástico de los foliolos a los 30 min de 

oscuridad, tanto en presencia de Pfr como de Pr (Fig. 4.10), incrementándose el efecto 

estimulador del cierre provocado por el PEG en presencia de Pfr. Así pues, en los foliolos 

irradiados con R o FR, la aplicación de PEG 6000 25,2 % simultáneamente a la FC 10 

μM no potenció el efecto inhibidor del cierre de la FC 10 μM en discrepancia con los 

resultados obtenidos de aplicación simultánea de sacarosa 50 mM o azúcares-alcohol con 

la FC 10 μM (Figs. 4.3, 4.6 y 4.8). Además, este tratamiento simultáneo anuló 

significativamente el incremento del efecto fitocromo provocado por el PEG 6000 25,2 % 

recuperándose el valor obtenido en los controles (Tabla 4.6). 

 

 

 
                                                                                     HORAS  DE  OSCURIDAD 

 

Figura 4.10- Efecto del tratamiento simultáneo de PEG 6000 25,2 % y fusicoccina 10 µM sobre el cierre 

nictinástico controlado por fitocromo(s) de los foliolos secundarios de Albizia lophantha a las 2 h del 

fotoperiodo. Los pares de foliolos se dejaron flotar en agua destilada (o, ▬), fusicoccina 10 μM (●, ▬), PEG 

6000 25,2 % (�, ▬) ó PEG 6000 25,2 % y fusicoccina 10 µM (�, ▬), se irradiaron con R (15 min) o FR (5 

min) y se dejaron 3 h en oscuridad. Los datos corresponden a la media ± SE de tres experimentos. , oscuridad 

durante la fotofase. 
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Tabla 4.6.- Modificación del efecto fitocromo (XR-XFR) por el polietilenglicol (PEG) 6000 (a) y la aplicación 

de PEG 6000 y fusicoccina (FC) (b) a las 3 h de inducir el cierre nictinástico de los foliolos secundarios de 

Albizia lophantha. Los foliolos se aislaron a las 2 h del fotoperiodo, se dejaron flotar en las soluciones de PEG 

6000 0, 12,4 y 25,2 %; FC 10 µM; PEG 6000 25,2 % y FC 10 µM, se irradiaron con R (15 min)  o FR (5 min) y 

se dejaron en la oscuridad durante 3 h. El efecto fitocromo se determinó por la diferencia en grados de cierre 

entre los ángulos de los foliolos irradiados con R y FR (Material y Métodos, apartado 3.3.3). Los valores 

corresponden a la media ± SE, n osciló entre 3 y 10. Las letras distintas indican diferencias significativas 

(ANOVA, P< 0,05) mediante el test Post hoc Duncan. 

 

a)                                                                                         b)                                  

PEG 6000 (%) XR – XFR 
0  23,1 ±   2,4 a 

12,4  33    ± 10   ab 

25,2  42,8 ±   7    b 

 

 

 

 

4.2.- Incorporación y distribución de sacarosa-3H y manitol-3H en los pulvínulos 

secundarios de Robinia pseudoacacia durante el cierre nictinástico controlado por 

fitocromo(s). 

 

Los efectos de la sacarosa y del manitol per se y su interacción con la FC durante el cierre 

nictinástico de los foliolos secundarios de A. lophantha descritos en el apartado anterior 

llevaron a considerar de sumo interés determinar la incorporación y distribución de estos 

azúcares en los pulvínulos terciarios de A. lophantha, es decir, en los órganos motores 

que controlan el movimiento de los foliolos secundarios de esta especie (Material y 

Métodos, apartado 3.1). No obstante, dada la dificultad de aislar y manipular estos 

pulvínulos por su diminuto tamaño, estos ensayos se realizaron en un sistema alternativo, 

los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia (Material y Métodos, apartado 3.1), de 

mayor tamaño y fácil manipulación. 

 

 

Tratamiento químico XR – XFR 

Agua destilada (control) 23,1 ± 2,4 a 

FC 10 µM   5,8 ± 1,3 b 

PEG 6000 25,2 % 42,8 ± 7    c 

PEG 6000 25,2 % + FC 10 µM 25,8 ± 3,8 a 
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4.2.1.- Incorporación de sacarosa-3H y manitol-3H en los pulvínulos secundarios. 

 

La cantidad de sacarosa-3H 50 mM incorporada en los pulvínulos secundarios de R. 

pseudoacacia fue independiente del estado del/los phy(s) a las 3 h de la inducción del 

cierre nictinástico (Tabla 4.7). En cambio, el cierre nictinástico, inducido a las 2 h del 

fotoperíodo, de los foliolos de R. pseudoacacia tratados con sacarosa 50 mM varió según 

el estado del/los phy(s). A las 3 h de oscuridad, los foliolos irradiados con R estaban 5,43 

veces más cerrados que los irradiados con FR (Tabla 4.7). 

 

De forma similar, la cantidad de manitol-3H 50 mM incorporada en los pulvínulos 

secundarios, a las 3 h de inducir el cierre nictinástico, también resultó ser independiente 

del estado del/los phy(s) (Tabla 4.7) aunque el cierre nictinástico de los foliolos tratados 

con manitol 50 mM también fue 5,77 veces más elevado en presencia de Pfr que de Pr 

(Tabla 4.7). 

 

En estas condiciones experimentales, los pulvínulos incorporaron una cantidad de 

sacarosa-3H 50 mM superior, aproximadamente el doble, a la de manitol-3H 50 mM 

independientemente del tratamiento luminoso recibido (R o FR). A las 3 h del cierre, los 

pulvínulos irradiados con R y FR habían absorbido respectivamente el 0,263 ‰ y el 0,256 

‰ de sacarosa-3H 50 mM y el 0,13 ‰ y 0,12 ‰ de manitol-3H 50 mM. 

 

 

4.2.2.- Distribución de sacarosa-3H y manitol-3H en los pulvínulos secundarios. 

 

Antes de realizar los ensayos de autorradiografía para investigar la distribución de 

sacarosa-3H y manitol-3H se: 

� determinó si estos compuestos provocaban plasmólisis. 

� ensayaron varios criométodos para evaluar: a) la preservación de la estructura y 

ultraestructura de las células motoras pulvinulares y, b) posibles alteraciones en la 

distribución de sacarosa-3H y manitol-3H. 

� seleccionó el tiempo de exposición. 
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4.2.2.1.- Preservación estructural y ultraestructural de las células motoras. 

 

En las condiciones ensayadas (Material y Métodos, apartado 3.4.4.1), la incubación de los 

pulvínulos en sacarosa 50 mM o en manitol 50 mM durante 3 h en la oscuridad no 

alteró la estructura ni en la ultraestructura de las células que forman estos órganos 

motores. En la Fig. 4.11a y b se observa la ausencia de plasmólisis en las células 

 

 

 

 
Figura 4.11- Detalle ultraestructural de células corticales extensoras de pulvínulos secundarios de Robinia 

pseudoacacia tratados con sacarosa 50 mM (a) y manitol 50 mM (b) durante 3 h en oscuridad. Los pares de 

foliolos se recolectaron a las 2 h del fotoperiodo, se dejaron flotar en sacarosa 50 mM o manitol 50 mM y se 

trasladaron a la oscuridad. Los pulvínulos se aislaron 3 h más tarde, se fijaron en paraformaldehido 2 % - 

glutaraldehido 2,5 % en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,4) y se incluyeron en resina Spurr. La membrana 

plasmática de ambas células (flecha) está adherida a la pared celular (P). Cl, cloroplasto; M, mitocondria; T, 

tonoplasto. Barra: 0,5 µm. 
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motoras de pulvínulos tratados con sacarosa 50 mM o manitol 50 mM, procesados con 

doble fijación química e inclusión convencional en Spurr (Material y Métodos, apartado 

3.4.4.1.1). 

 

Los criométodos ensayados se seleccionaron por su capacidad de retener la 

distribución de las sustancias solubles (Quintana, 1994). Se probaron dos métodos de 

criofijación, distintos fluidos de sustitución (metanol 100 %, acetona 100%) y dos resinas 

para la inclusion: Lowicryl HM20 con infiltración a -50 ºC y Spurr (Spurr, 1969) con 

infiltración a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos, en cuanto a estructura y 

ultraestructura (Fig. 4.12), se compararon con los que presentan los pulvínulos 

secundarios de R. pseudoacacia sometidos a doble fijación (glutaraldehido 2,5 % y OsO4 

2 %) e incluidos en Spurr (Moysset y Simón, 1991a), protocolo que preserva 

óptimamente la estructura y ultraestructura celular. 

 

Los pulvínulos incluidos en Lowicryl HM20 (protocolos 1 y 3) fueron 

extremadamente difíciles de seccionar independientemente del protocolo de criofijación. 

Las secciones ultrafinas se doblaban fácilmente y eran inestables bajo el haz de 

electrones. Además, secciones transversales adyacentes de una misma rejilla mostraban 

 

 
 

 

Figura 4.12.- Detalles ultraestructurales de células corticales motoras en secciones transversales ultrafinas 

de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia procesados con distintas criotécnicas. 

a) criofijación por inmersión en propano líquido, criosustitución en metanol 100 % y crioinclusión en 

Lowicryl HM20 (protocolo 1). 

b) criofijación por inmersión en propano líquido, criosustitución en acetona - glutaraldehido 3 % e inclusión 

en Spurr (protocolo 2). 

c) criofijación por proyección contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido (-260 ºC), 

criosustitución en metanol 100 % y crioinclusión en Lowicryl HM20 (protocolo 3). 

d) criofijación por proyección contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido (-260 ºC), 

criosustitución en acetona - glutaraldehido 3 % e inclusión en Spurr (protocolo 4). 

Más explicación en Material y Métodos, apartado 3.4.4.2.1. A, almidón; C, citoplasma; Cl, cloroplasto; M, 

mitocondria; N, núcleo; P, pared celular; V, vacuola; VT, vacuola de taninos. Barra: 1 µm. 
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distinto aspecto a pesar de haberse procesado de forma idéntica. La mayoría de células 

motoras de pulvínulos criofijados por inmersión en propano líquido (protocolo 1, Fig. 

4.12a) mostraban un citoplasma finamente granular, cloroplastos de morfología alterada 

con tilacoides desorganizados y mitocondrias con una matriz relativamente electrodensa y 

crestas apenas perceptibles. El plasmalema y el tonoplasto no presentaban continuidad y, 

en algunas células, apenas eran perceptibles. En los pulvínulos criofijados por proyección 

contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido (protocolo 3, Fig. 4.12c) muchas 

células motoras mostraban plasmólisis de tal forma que el citoplasma estaba separado de 

la pared celular y, además, el plasmalema era difícil de visualizar. La distribución 

periférica de orgánulos no estaba alterada y éstos se identificaron por su morfología y 

densidad a los electrones. Los cloroplastos, de forma elíptica, mostraban un estroma muy 

electrodenso y la doble membrana plastidial era difícil de visualizar. En los núcleos, de 

forma ovalada y con un contenido altamente granular, no se visualizaba la membrana 

nuclear. La mayoría de las vacuolas de taninos eran compactas y electrodensas pero, 

ocasionalmente, mostraban gran número de zonas transparentes a los electrones. 

 

Los pulvínulos incluidos en Spurr (protocolos 2 y 4) se cortaron con más 

facilidad que los incluidos en Lowicryl HM20 y, además, las secciones mostraron buena 

estabilidad bajo el haz de electrones independientemente del protocolo de criofijación. De 

forma general, las células no mostraron plasmólisis pero la preservación ultraestructural 

varió considerablemente según el método de criofijación. Las células motoras de los 

pulvínulos criofijados por inmersión en propano líquido (protocolo 2, Fig. 4.12b) 

mostraban un citoplasma granular y relativamente electrodenso en comparación con la 

pared celular. En general, no se visualizó ninguna membrana y los órganulos, como 

cloroplastos y mitocondrias, con distintos grados de dilatación y distorsión se 

identificaron por su morfología. En los cloroplastos, con un estroma relativamente 

electrodenso, se identificaron los gránulos de almidón como regiones translúcidas a los 

electrones. Cuando la criofijación se efectuó por proyección contra un bloque de cobre 

enfriado con helio líquido (protocolo 4, Fig. 4.12d) la preservación ultraestructural 

aumentó considerablemente. En comparación con el material criofijado por inmersión en 

propano líquido (protocolo 2), la matriz citoplasmática de las células motoras presentaba 

un aspecto granular uniforme similar al del material procesado por fijación química e 
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inclusión en Spurr (Moysset y Simón, 1991a). Además, se visualizaron fácilmente las 

membranas celulares (plasmalema, tonoplasto, etc.). Los cloroplastos y las mitocondrias, 

apenas dilatados, estaban situados en la periferia celular. Los cloroplastos, de forma 

elíptica, mostraban un estroma más electrodenso que el citoplasma, y en ellos destacaban 

los gránulos de almidón. Las mitocondrias presentaban crestas y una matriz electrodensa. 

También se observaron núcleos de forma ligeramente ovalada y con un contenido 

finamente granular más electrodenso que el de la matriz citoplasmática. 

 

Estas observaciones permitieron seleccionar el protocolo 4 de criofijación por 

proyección contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido, criosustitución en 

acetona - glutaraldehido 3 % e inclusión en resina Spurr (Spurr, 1969) como el más 

idóneo para preservar la estructura y ultraestructura de las células motoras pulvinulares. 

 

 

4.2.2.2.- Autorradiografía: movilización de sustancias solubles y selección del tiempo 

de exposición. 

 

El procesamiento del material vegetal, mediante el protocolo seleccionado en el apartado 

anterior, no excluye la posible difusión de las sustancias solubles durante la infiltración de 

la resina a temperatura ambiente. Para descartar esta posibilidad se efectuaron ensayos 

paralelos usando pulvínulos criofijados por proyección contra un bloque de cobre 

enfriado con helio líquido y a) incluidos en resina Spurr (Spurr, 1969) o b) crioincluidos 

en Lowicryl HM20. En estas pruebas preliminares no se detectaron diferencias en cuanto 

a cantidad y distribución de marcaje entre los dos protocolos y, dada la mayor facilidad de 

trabajar a temperatura ambiente, se optó por trabajar con material incluido en Spurr 

(Spurr, 1969). 

 

La cantidad de marcaje con sacarosa-3H y manitol-3H en los autorradiogramas 

depende del tiempo de exposición a la emulsión fotográfica. En ambos casos: 

 

� Tras 2 meses de exposición (Fig. 4.13a) las secciones transversales semifinas 

presentaban marcaje radioactivo en el cilindro central, el colénquima, la corteza  
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Figura 4.13.- Detalle de secciones transversales semifinas de pulvínulos secundarios de Robinia 

pseudoacacia mostrando la distribución de sacarosa-3H 50 mM después de 2 (a), 5 (b) y 8 (c) meses de 

exposición. Los pares de foliolos, obtenidos a las 2 h del fotoperiodo, se trataron con sacarosa-3H 50 mM e 

inmediatamente se trasladaron a la oscuridad. Los pulvínulos se aislaron a las 3 h de oscuridad y se 

procesaron según el protocolo 4 como se detalla en Material y Métodos, apartado 3.4.4.2.1. CC, cilindro 

central; CO, colénquima; CM, corteza motora; E, epidermis. Barra: 10 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.14.- Detalle de células corticales internas (a) y células del cilindro central (b) de pulvínulos 

secundarios de Robinia pseudoacacia mostrando la distribución de  sacarosa-3H 50 mM (flecha) a los 7 (a) 

y 10 (b) meses de exposición en secciones transversales ultrafinas. Los pares de foliolos, obtenidos a las 2 h 

del fotoperiodo, se trataron con sacarosa-3H 50 mM e inmediatamente se trasladaron a la oscuridad. Los 

pulvínulos se aislaron a las 3 h de oscuridad y se procesaron según el protocolo 4 como se detalla en 

Material y Métodos, apartado 3.4.4.2.1. C, citoplasma; Cr, cristal de oxalato cálcico;  N, núcleo; P, pared; Tc, 

tubo criboso; V, vacuola; X, vaso xilemático. Barra: 1 µm. 
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� motora y la epidermis. Después de 5 y 8 meses de exposición (Figs. 4.13b y c) la 

localización de marcaje fue la misma pero aumentó cuantitativamente 

dificultando el estudio de la distribución a nivel tisular y el análisis de los 

autorradiogramas. Por ello, se consideró que el marcaje adecuado era el obtenido 

a los 2 meses (Fig. 4.13a). 

 

�  En las secciones transversales ultrafinas se detectó marcaje radioactivo tras 7 

meses de exposición (Fig. 4.14a) pero la cantidad de marcaje óptimo para 

estudiar su distribución celular y subcelular se obtuvo después de 10 meses (Fig. 

4.14b). Exposiciones superiores a 10 meses presentaban un sobremarcaje que no 

permitía observar adecuadamente la distribución exacta en los distintos 

compartimentos celulares. 

 

 

4.2.2.3.- Distribución de sacarosa-3H y manitol-3H en secciones pulvinulares. 

 

En las secciones pulvinulares transversales semifinas no se apreciaron diferencias en 

cuanto a distribución tisular de sacarosa y manitol. Ambos compuestos se localizaron en 

el cilindro central, el colénquima, la corteza motora extensora y flexora y la epidermis de 

los pulvínulos irradiados con R (Figs. 4.15a-d) o FR. De forma general, la cantidad de 

marcaje disminuía al pasar del cilindro central a la epidermis. Además, la cantidad de 

marcaje correspondiente a manitol (Figs. 4.15c y d) fue notablemente inferior a la de 

sacarosa (Figs. 4.15a y b) en concordancia con los datos de incorporación de estos 

compuestos (apartado 4.2.1, Tabla 4.7). 

 

La observación de secciones pulvinulares transversales ultrafinas confirmó la 

distribución de sacarosa-3H y manitol-3H detectada mediante microscopía óptica y aportó 

información sobre su distribución a nivel subcelular (Figs 4.16 y 4.17). 

 

En el cilindro central (Fig. 4.16d), la sacarosa-3H se detectó en el lumen y pared 

de los tubos cribosos y los vasos xilemáticos así como en el citoplasma de las células del 
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parénquima xilemático. También se localizó en el citoplasma, compartimento vacuolar y 

gruesas paredes de las células del colénquima pero no en los plasmodesmos. En las 

células corticales motoras (Figs. 4.16b y c) se acumuló principalmente en el 

compartimento vacuolar, pared celular y citoplasma y, ocasionalmente en el núcleo y 

cloroplastos. También se localizó en los amiloplastos de células corticales internas pero 

 

 

 

 

 
Figura 4.15.- Detalles de las zonas extensoras (a y c) y flexoras (b y d) internas de pulvínulos secundarios 

de Robinia pseudoacacia mostrando la distibución de sacarosa-3H 50 mM (a, b) y manitol-3H 50 mM (c, 

d) en secciones transversales semifinas después de 2 meses de exposición. Los pares de foliolos, escindidos 

a las 2 h del fotoperiodo, se trataron con sacarosa-3H 50 mM o manitol-3H 50 mM, se irradiaron con R (15 

min) e inmediatamente se trasladaron a la oscuridad. Los pulvínulos se aislaron a las 3 h de oscuridad y se 

procesaron según el protocolo 4 como se detalla en Material y Métodos, apartado 3.4.4.2.1. CC, cilindro 

central; CO, colénquima; CM, células corticales motoras. Barra: 5 µm. 
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Figura 4.16.- Distribución de sacarosa-3H 50 mM (flecha) en células epidérmicas (a), corticales extensoras 

(b y c) y del cilindro central (d) de secciones transversales ultrafinas de pulvínulos secundarios de Robinia 

pseudoacacia después de 10 meses de exposición. Los pares de foliolos, escindidos a las 2 h del 

fotoperiodo, se trataron con sacarosa-3H 50 mM, se irradiaron con FR (5 min) e inmediatamente se 

trasladaron a la oscuridad. Los pulvínulos se separaron a las 3 h de oscuridad y se procesaron según el 

protocolo 4 como se detalla en Material y Métodos, apartado 3.4.4.2.1. A, almidón; C, citoplasma; Cl, 

cloroplasto; Cr, cristal de oxalato cálcico; Cu, cutícula; Ei, espacio intercelular; N, núcleo; P, pared; Tc, tubo 

criboso; V, vacuola. Barra: 2 µm. 
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Figura 4.17.- Distribución de manitol-3H 50 mM (flecha) en células epidérmicas (a), corticales extensoras 

(b y c) y del cilindro central (d) de secciones transversales ultrafinas de pulvínulos secundarios de Robinia 

pseudoacacia después de 10 meses de exposición. Los pares de foliolos, escindidos a las 2 h del 

fotoperiodo, se trataron con manitol-3H 50 mM, se irradiaron con FR (5 min) e inmediatamente se 

trasladaron a la oscuridad. Los pulvínulos se separaron a las 3 h de oscuridad y se procesaron según el 

protocolo 4 como se detalla en Material y Métodos, apartado 3.4.4.2.1. Cl, cloroplasto; Cu, cutícula; N, 

núcleo; P, pared; Tc, tubo criboso; V, vacuola; VT, vacuola de tanino. Barra: 2 µm. 
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no en el retículo endoplasmático ni en mitocondrias. En las células epidérmicas (Fig. 

4.16a) se detectó en la pared y compartimento vacuolar y, ocasionalmente, en el 

citoplasma. No se detectó sacarosa-3H en los cristales de oxalato cálcico. Tanto en los 

pulvínulos irradiados con R como en los irradiados con FR la distribución subcelular de 

sacarosa-3H fue similar en las zonas extensora y flexora. 
 

La distribución subcelular de manitol-3H fue similar a la de la sacarosa-3H. En el 

cilindro central (Fig. 4.17d) se localizó en el lumen y pared de los tubos cribosos y los 

vasos xilemáticos y en el citoplasma de las células del parénquima xilemático. También 

se localizó en el citoplasma y gruesas paredes de las células del colénquima pero no en 

los plasmodesmos. En las células corticales motoras (Figs. 4.17b y c) se acumuló 

principalmente en el compartimento vacuolar, citoplasma y pared celular y 

ocasionalmente en el núcleo y cloroplastos. En las células epidérmicas (Fig. 4.17a) se 

detectó en la pared y compartimento vacuolar. No se detectó manitol-3H en los cristales 

de oxalato cálcico. Tampoco se detectaron diferencias apreciables en la distribución 

subcelular de manitol-3H entre las zonas extensoras y flexoras de pulvínulos irradiados 

con R o con FR. 

 

 

4.2.2.4.- Efecto de la luz R y de la luz FR en la distribución de sacarosa-3H y 

manitol-3H en las zonas extensoras y flexoras. 

 

Para determinar si la incorporación de sacarosa-3H y manitol-3H en las zonas extensora y 

flexora de pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia dependía del estado del/los phy(s) 

(Pfr o Pr) se evaluó la cantidad de sacarosa-3H y manitol-3H [número de granos (10-2).μm-

2] acumulada en protoplastos (citoplasma más compartimento vacuolar) extensores y 

flexores localizados en la parte externa e interna de estas zonas corticales motoras (Figs. 

4.18a y 4.19a). Las medidas se efectuaron a las 3 h de inducir el cierre nictinástico. 

 

De forma general, considerando conjuntamente las zonas extensora y flexora, la 

acumulación de sacarosa-3H en los protoplastos corticales internos (zonas 2 + 3, 

Fig.4.18a) superó a la incorporada en los protoplastos externos (zonas 1 + 4, Fig .4.18a) 
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tanto en los pulvínulos irradiados con R como en los irradiados con FR (Fig. 4.18b). 

 

En los pulvínulos irradiados con R (Fig. 4.18b), la sacarosa-3H incorporada se 

distribuyó de forma similar entre los protoplastos flexores internos y externos. En cambio, 

en la zona extensora, este compuesto se acumuló significativamente en los protoplastos 

internos. 

 

En los pulvínulos irradiados con FR (Fig. 4.18b), la sacarosa-3H se incorporó 

mayoritariamente en los protoplastos flexores, siendo más abundante en la zona cortical 

interna que en la externa. En cambio, en la zona extensora, la sacarosa-3H se distribuyó de 

forma similar entre los protoplastos internos y externos. Así pues, después de una 

irradiación FR: a) la máxima incorporación de sacarosa-3H se detectó en los protoplastos 

flexores internos y, b) la sacarosa-3H incorporada en los protoplastos extensores fue 

aproximadamente cinco veces inferior a la incorporada en los flexores internos y tres 

veces inferior a la acumulada en los flexores externos. 

 

En referencia al manitol-3H, considerando conjuntamente las zonas extensora y 

flexora, la cantidad de marcaje incorporado en los protoplastos internos (zonas 2 + 3, 

Fig.4.19a) fue similar al incorporado en los protoplastos externos (zonas 1 + 4, Fig.4.19a) 

en pulvínulos irradiados con R. Sin embargo, en los protoplastos internos de pulvínulos 

irradiados con FR el manitol-3H incorporado fue aproximadamente el doble (zonas 2 + 3, 

Fig.4.19a) al incorporado en los protoplastos externos (zonas 1 + 4, Fig.4.19a) tanto en la 

zona extensora como en la flexora. La máxima acumulación de manitol-3H se detectó en 

los protoplastos flexores internos (Fig. 4.19b). 

 

En los pulvínulos irradiados con R la incorporación de manitol-3H fue 

aproximadamente dos veces inferior a la de sacarosa-3H (comparación Figs. 4.19b y 

4.18b), no apreciándose diferencias significativas entre la acumulación en la zona 

extensora y flexora. En cambio, en los pulvínulos irradiados con FR, la acumulación de 

manitol-3H y de sacarosa-3H fue similar detectándose la máxima incorporación en la zona 

flexora. 
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Figura 4.18.- a) Representación esquemática de una sección transversal de un pulvínulo secundario de 

Robinia pseudoacacia. Los números señalan las zonas corticales donde se determinó la acumulación de 

sacarosa-3H 50 mM. 1, zona flexora externa; 2, zona flexora interna; 3, zona extensora interna; 4, zona 

extensora externa. 

b) Incorporación de sacarosa-3H 50 mM [número de precipitados (10-2) por μm-2] en protoplastos 

extensores y flexores de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia a las 3 h de inducir el cierre 

nictinástico. Los pares de foliolos se recolectaron a las 2 h del fotoperiodo, se incubaron en sacarosa-3H 50 

mM y se irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) antes de transferirse a la oscuridad. Detalles en Material y 

Métodos, apartado 3.4.4. Los valores corresponden a la media ± SE (n = 10). Las diferentes letras indican 

diferencias significativas (ANOVA, P < 0,001). 
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Figura 4.19.- a) Representación esquemática de una sección transversal de un pulvínulo secundario de 

Robinia pseudoacacia. Los números señalan las zonas corticales donde se determinó la acumulación de 

manitol-3H 50 mM. 1, zona flexora externa; 2, zona flexora interna; 3, zona extensora interna; 4, zona 

extensora externa. 

b) Incorporación de manitol-3H 50 mM [número de precipitados (10-2) por μm-2] en protoplastos extensores 

y flexores de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia a las 3 h de inducir el cierre nictinástico. Los 

pares de foliolos se recolectaron a las 2 h del fotoperiodo, se incubaron en manitol-3H 50 mM y se 

irradiaron con R (15 min) o FR (5 min) antes de transferirse a la oscuridad. Detalles en Material y Métodos, 

apartado 3.4.4. Los valores corresponden a la media ± SE (n = 10). Las diferentes letras indican diferencias 

significativas (ANOVA, P < 0,001). 
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4.3.-Distribución de Ca2+ en los pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia. 

 

Para estudiar la intervención del Ca2+ en el cierre nictinástico foliar controlado por phys se 

seleccionaron pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia (Material y Métodos, apartado 

3.5.2), de tamaño óptimo y fácil manipulación. 

 

 

4.3.1.-Optimización del método de fijación y composición de los precipitados. 

 

Los distintos protocolos de fijación ensayados (Material y Métodos, Tabla 3.4) no 

alteraron la estructura de los pulvínulos (Introducción, Figura 1.3) pero provocaron 

cambios ultraestructurales importantes. Independientemente del protocolo de fijación las 

secciones transversales ultrafinas mostraron buena estabilidad al haz de electrones. 

 

Protocolo A. 

Las células de los pulvínulos sometidos a una doble fijación (fijación mediante 

glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % y postfijación con OsO4 2 %, mostraron 

una preservación ultraestructural óptima en concordancia con resultados previos (Moysset 

y Simón, 1991a). En todas las células pulvinulares se observaba fácilmente el citoplasma 

granular, el plasmalema y las membranas de los distintos orgánulos. Las células motoras 

externas mostraron dos tipos de vacuolas (acuosas o de taninos) y en el citoplasma podían 

distinguirse mitocondrias con crestas, cloroplastos elípticos con tilacoides formando 

granas, gránulos osmófilos y gránulos de almidón (Fig. 4.20a). 

 

Ocasionalmente, se visualizaron cisternas de retículo endoplasmático y el núcleo 

con el nucleoplasma altamente granular y un prominente nucleolo. Las células corticales 

internas contenían varios amiloplastos o bien un cristal de oxalato cálcico y vacuolas 

acuosas que destacaban respecto al citoplasma granular. También algunas células del 

parénquima vascular contenían un cristal de oxalato cálcico. 
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Figura 4.20- Detalles ultraestructurales de células corticales motoras en secciones transversales ultrafinas de 

pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia procesados con distintas soluciones de fijación en tampón 

fosfato 0,1 M (pH 7,8) durante 5 h. 

a) protocolo A: glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - OsO4 2 %. 

b) protocolo B: glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % - OsO4 2 %. 

c) protocolo C: glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 %. 

d) protocolo D: glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 %. 

Más explicación en Material y Métodos, apartado 3.5.2. Membrana plasmática (flecha); A, almidón; C, 

citoplasma; Cl, cloroplasto; M, mitocondria; P, pared celular; V, vacuola. Barra: 0,5 µm. 
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Protocolo B  

La adición de fenol 1 % a la solución de fijación inicial (glutaraldehido 2,5 % - 

paraformaldehido 2 %) seguida por postfijación con OsO4 2 % no alteró la morfología 

de los orgánulos celulares ni su distribución en el citoplasma granular. En todas las 

células pulvinulares se observaban claramente las membranas celulares: el plasmalema 

íntimamente adosado a la pared celular, el tonoplasto y la doble membrana plastidial, 

mitocondrial y nuclear. No obstante, la incorporación de fenol 1% provocó un aumento 

de la densidad a los electrones del estroma mitocondrial y plastidial (Fig. 4.20b). El fenol 

también provocó cambios en las vacuolas de taninos, algunas presentaban un aspecto 

compacto y muy electrodenso similar al del material fijado según el protocolo A pero 

otras mostraron un aspecto granular. 

 

Protocolo C 

La fijación con glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 %, eliminando la 

postfijación con OsO4 2 % disminuyó la preservación ultraestructural (Fig. 4.20c). No se 

visualizaron las membranas celulares y el citoplasma mostró un aspecto más laxo aunque 

continuó íntimamente adosado a la pared celular y limitado a una capa periférica. Los 

orgánulos celulares, salvo los núcleos, mostraron poco contraste. En general, estos 

orgánulos se identificaron por su morfología y en el caso de los plastos, además, por la 

presencia de gránulos de almidón. 

 

Protocolo D 

La adición de fenol 1 % a la solución de fijación inicial (glutaraldehido 2,5 % - 

paraformaldehido 2 %) sin postfijación con OsO4 2 % aumentó sensiblemente la 

electrodensidad de los orgánulos celulares respecto a la del material fijado solamente con 

glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % (protocolo C). El citoplasma de las células 

corticales mostraba un aspecto laxo y, a pesar de no visualizarse el tonoplasto, estaba 

limitado a la periferia por el compartimento vacuolar. En el citoplasma destacaban los 

cloroplastos (Fig. 4.20d) y las mitocondrias por su morfología y mayor densidad a los 

electrones así como los núcleos por su contenido granular y electrodenso. En los 

cloroplastos, la elevada densidad del estroma dificultaba visualizar los tilacoides que, de 

forma ocasional, podían intuirse como tenues líneas transparentes a los electrones. 
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Protocolo E  

La incorporación de KPA 4 % a la solución de fijación formada por glutaraldehido 2,5 

% - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % no alteró la ultraestructura celular respecto a la 

obtenida en ausencia de KPA 4 % (protocolo D) pero provocó la formación de 

abundantes precipitados en todas las células pulvinulares, desde las epidérmicas hasta las 

del cilindro central. Estos precipitados de diferentes tamaños y en forma de gránulos 

(circulares o de morfología irregular) o de agregados se distinguían fácilmente por su 

elevada densidad a los electrones (Figs. 4.21a y b). 

 

En las células epidérmicas (Fig. 4.22a) se formaron abundantes precipitados 

granulares en el citoplasma. Se distribuían aleatoriamente y, en algunas células, también 

se visualizaban alineados junto a la pared celular, presumiblemente situados en la cara 

citoplasmática del plasmalema. No se observaron precipitados ni en la pared ni en la 

cutícula. 

 

 

 

 
Figura 4.21a y b- Precipitados de piroantimoniato cálcico en el citoplasma de las células corticales de 

pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia fijados según el protocolo E. Detalles en Material y Métodos, 

apartado 3.5.2. Las flechas señalan precipitados de diferente tamaño y forma. C, citoplasma; P, pared celular. 

Barra: 0,2 µm. 
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En las células corticales externas se detectaron precipitados granulares en el 

citoplasma distribuídos de forma aleatoria, alineados junto a la pared celular, 

presumiblemente situados en la cara interna del plasmalema (Fig. 4.22b) y, a veces, 

rodeando los plastos que, esporádicamente mostraron diminutos precipitados en el 

estroma y rodeando los gránulos de almidón (Fig. 4.22d). Respecto al compartimento 

vacuolar, las vacuolas acuosas de algunas células mostraron abundantes precipitados 

distribuídos aleatoriamente y acumulados en el límite citoplasma-vacuola, 

previsiblemente en la cara vacuolar del tonoplasto (Figs. 4.22c y d). En cambio, en otras 

células, la mayoría de precipitados vacuolares se localizaban previsiblemente adosados a 

la cara interna del tonoplasto. No se observaron precipitados en las vacuolas de taninos 

que mostraban un aspecto muy electrodenso o altamente granular (Figs. 4.22c y e). 

También se localizaron precipitados en los núcleos, distribuyéndose aleatoriamente por el 

nucleoplasma y previsiblemente adosados a la cara interna de la doble membrana nuclear 

(Fig. 4.22f). Esporádicamente se observaron algunos precipitados en las mitocondrias. 

 

En las células corticales internas con amiloplastos (Fig. 4.23a) o con cristales de 

oxalato cálcico (Fig. 4.23b) se formaron abundantes precipitados en el citoplasma. No se 

detectaron precipitados en los espacios ocupados por estos cristales. Excepcionalmente, 

se observó algún precipitado en las paredes de las células con concreciones cristalinas, 

concretamente en zonas de campos de puntuaciones con plasmodesmos (Fig. 4.23d). 

Abundantes precipitados en forma de gránulos circulares o de agregados de morfología 

irregular se localizaron en los espacios intercelulares, principalmente, adosados a las 

paredes celulares (Fig. 4.23b). 

 

 

 

Figura 4.22- Localización citoquímica de Ca2+ mediante precipitación in situ con KPA en células epidérmicas 

(a) y corticales motoras externas (b, c, d, e, f) de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia. Los 

pulvínulos se fijaron con glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con KPA 4 % en tampón 

fosfato 0,1 M (pH 7,8) durante 5 h (protocolo E) (Material y Métodos, apartado 3.5.2). Precipitados de 

piroantimoniato cálcico (flechas); C, citoplasma; Cl, cloroplasto; Cu, cutícula; Ei, espacio intercelular; M, 

mitocondria; N, núcleo; P, pared celular; V, vacuola; VT, vacuola de taninos. Barra: 1 µm. 
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La distribución de precipitados en las células del colénquima coincidió con la 

observada en las células corticales internas. En el cilindro central, los precipitados se 

localizaron en el lumen y acumulados (a veces, formado una fina capa) previsiblemente 

junto al plasmalema y junto a las paredes celulares de los tubos cribosos y los vasos 

xilemáticos respectivamente (Figs. 4.23e y f). En las células de parénquima vascular se 

distribuían aleatoriamente en el citosol y alineados previsiblemente junto al plasmalema. 

No se observaron precipitados en las paredes celulares (Figs. 4.23e y f). 

 

Las determinaciones microanalíticas de estos precipitados pusieron de manifiesto 

que contenían Ca y Sb (Figs. 3.9b, c y d; espectros de energía dispersiva de Rayos X. 

Material y Métodos, apartado 3.5.3) independientemente de su localización tisular y 

compartimentación intracelular. En cambio, en los espectros de energía dispersiva de 

Rayos X de la resina Spurr (Spurr, 1969) depositada sobre la membrana de Formwar no 

se detectó Ca, solamente se detectaron picos correspondientes a O, Si, Cl, Fe, Co y Cu. 

Tampoco se detectó Ca en la parte central (sin precipitados) de las vacuolas acuosas (Fig. 

3.9e, espectros de energía dispersiva de Rayos X. Material y Métodos, apartado 3.5.3). De 

forma general, los espectros de energía dispersiva de Rayos X pusieron de manifiesto la 

existencia de Ca en las paredes (Fig. 3.9d, Material y Métodos, apartado 3.5.3), no se 

detectaron precipitados en las mismas. 

 

Protocolo F 

La disminución del contenido de glutaraldehido (2,5 % a 1 %) de la solución de fijación  

 

 

 

Figura 4.23- Localización citoquímica de Ca2+ mediante precipitación in situ con KPA en células corticales 

motoras internas (a, b, c, d) y vasculares (e, f) de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia. Los 

pulvínulos se fijaron con glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con KPA 4 % en tampón 

fosfato 0,1 M (pH 7,8) durante 5 h (protocolo E) (Material y Métodos, apartado 3.5.2). Precipitados de 

piroantimoniato cálcico (flechas); Am, amiloplasto; C, citoplasma; Cr, cristal de oxalato cálcico; Ei, espacio 

intercelular; P, pared celular; Px, parénquima xilemático; Tc, tubo criboso; V, vacuola; X, vaso xilemático. 

Barra: 1 µm. 



 

137 
 

  

  

  



 

138 
 

(fijación con KPA 4 % - glutaraldehido 1 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 %) 

disminuyó la preservación ultraestructural, principalmente de las células corticales 

externas, y aparentemente no alteró la diversidad de morfologías y tamaños de los 

precipitados de piroantimoniato cálcico (Figs. 4.24a y b). No se visualizó ninguna 

membrana. El tamaño del compartimento vacuolar transparente a los electrones se redujo 

considerablemente. En algunas células, el citoplasma, de aspecto muy laxo, ocupaba 

prácticamente todo el volumen celular. Las mitocondrias y los plastos mostraban un 

estroma más electrodenso que el citoplasma. Con este método de fijación se formaron 

numerosos precipitados en el citoplasma y escasos precipitados en los cloroplastos, 

mitocondrias (Fig. 4.24b) y las vacuolas acuosas. No se detectaron precipitados en las 

vacuolas de taninos. Las paredes celulares mostraron una elevada electrodensidad. No se 

detectaron precipitados en las paredes pero éstos eran abundantes en los espacios 

intercelulares. 

 

Protocolo G 

La fijación con KPA 4 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % alteró profundamente la 

ultraestructura celular y también la distribución de precipitados. Las células corticales, 

principalmente las más externas (Fig. 4.24c), presentaban una acusada plasmólisis, un 

citoplasma muy laxo y reducción del volumen vacuolar. No se visualizaron las 

membranas celulares y, en general, resultaba imposible identificar los órganulos celulares 

salvo: a) los cloroplastos por la presencia de gránulos de almidón (Fig. 4.24d) y, b) los 

núcleos por su nucleoplasma altamente granular. Con este método de fijación, a pesar de 

incorporar KPA 4 %, disminuyó sensiblemente la cantidad de precipitados 

citoplasmáticos, en el límite citoplasma-vacuola y en los espacios intercelulares donde se 

distribuían formando una capa continua. 

 

De estas observaciones se seleccionó el protocolo E (fijación con KPA 4 % - 

glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 %) para la localización de Ca2+ 

porque: a) la preservación ultraestructural era adecuada para identificar los principales 

orgánulos celulares, b) al eliminar la osmificación no se observaban las membranas 

celulares pero disminuía el ruido de fondo del microanálisis y, c) la pauta de distribución 

de precipitación de Ca2+ era altamente repetitiva. Así pues, el protocolo E se usó para 
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procesar los pulvínulos con el fin de investigar posibles cambios en la distribución de 

Ca2+ durante el cierre nictinástico bajo control de phy(s). 

 
 

Figura 4.24- Detalles ultraestructurales de células corticales motoras en secciones transversales ultrafinas de 

pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia procesados con distintas soluciones de fijación en tampón 

fosfato 0,1 M (pH 7,8) durante 5 h. 

a y b) protocolo F: glutaraldehido 1 % - paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con KPA 4 %. 

c y d) protocolo G: paraformaldehido 2 % - fenol 1 % con KPA 4 %. 

Más explicación en Material y Métodos, apartado 3.5.2. Precipitados de piroantimoniato cálcico (flechas); A, 

almidón; C, citoplasma; Cl, cloroplasto; Ei, espacio intercelular; M, mitocondria; P, pared celular. Barra: 1 µm. 
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4.3.2.- Distribución de precipitados de Ca2+ en los pulvínulos secundarios durante el 

cierre nictinástico controlado por fitocromo(s). 

 

El cierre nictinástico de los foliolos de R. pseudoacacia depende de la fotoconversión 

del/los phy(s). Este efecto no se observa inmediatamente después de aplicar las 

irradiaciones R o FR, pero es evidente después de 30 min. El cierre de los foliolos 

irradiados con R (83 ± 10,95; n = 8) es superior a los irradiados con FR (24 ± 6,7; n = 8). 

En los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia - procesados inmediatamente o a los 30 

min de una irradiación R o FR aplicada a las 2 h del fotoperiodo - la distribución de 

precipitados de Ca2+ fue similar a la del material procesado a las 2 h del fotoperiodo 

(apartado 4.3.1) aunque aparentemente disminuyó el número de precipitados. En general, 

estos precipitados mostraron forma granular y diversidad de tamaños. 

 

En las células epidérmicas se formaron precipitados granulares en el citoplasma, 

que se distribuían aleatoriamente y alineados previsiblemente en la cara citoplasmática 

del plasmalema (Fig. 4.25a). En la pared celular no se detectaron precipitados al igual que 

en la cutícula. 

 

 En las células corticales externas (extensoras y flexoras) también se detectaron 

precipitados citoplasmáticos distribuídos aleatoriamente y alineados previsiblemente 

junto al plasmalema. El tamaño de los precipitados variaba considerablemente pero 

aparentemente eran de mayor tamaño en los pulvínulos irradiados con FR (Figs. 4.26a-d). 

No se detectaron precipitados en las vacuolas de taninos ni en la parte central de las 

vacuolas acuosas (Figs. 4.25b y 4.27a) si bien éstos se acumulaban delimitando estas 

vacuolas previsiblemente adosados a la cara vacuolar del tonoplasto (Figs. 4.25c y 4.26a). 

También se formaron precipitados en los núcleos, distribuyéndose aleatoriamente por el 

nucleoplasma (Fig. 4.25d) y en los espacios intercelulares (Figs. 4.25b y c). En las células 

corticales internas con amiloplastos se formaron precipitados en el citoplasma y 

esporádicamente se observaron diminutos precipitados en el estroma de los plastos y 

sobre los gránulos de almidón (Fig. 4.27b). 
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Figura 4.25- Localización citoquímica de Ca2+ mediante precipitación in situ con KPA 4 % en células 

epidérmicas (a) y corticales motoras externas (b, c, d) de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia, 

procesados inmediatamente después de una irradiación R aplicada a las 2 horas del fotoperiodo. El material se 

procesó según el protocolo E (Material y Métodos, apartado 3.5.2). Precipitados de piroantimoniato cálcico 

(flechas); C, citoplasma; Cl, cloroplasto; Ei, espacio intercelular; N, núcleo; P, pared; V, vacuola; VT, vacuola 

de taninos. Barra: 1 µm. 
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En el cilindro central (Figs. 4.27c y d), los precipitados se localizaron en el lumen, 

alineados previsiblemente junto al plasmalema y junto a las paredes de los tubos cribosos 

y vasos xilemáticos respectivamente. También se observaron precipitados en el citosol de 

las células del parénquima vascular. No se detectaron precipitados en los espacios 

ocupados por los cristales de oxalato cálcico (Fig. 4.27c) ni en las paredes celulares. 
 

 

Figura 4.26- Precipitados de piroantimoniato cálcico en células corticales externas extensoras (a, c) y flexoras 

(b, d) de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia. Los pulvínulos se irradiaron con luz R (a, b) o FR 

(c, d) a las 2 h del fotoperiodo y se procesaron según el protocolo E (Material y Métodos, apartado 3.5.2). Las 

flechas señalan precipitados de piroantimoniato cálcico citosólicos de diferente tamaño. Barra: 0,2 µm. 
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Un análisis más detallado de la compartimentación subcelular de Ca2+ en las zonas 

extensoras y flexoras de pulvínulos irradiados con R o FR evaluando: a) el número de 

precipitados de Ca2+ por μm2 de citoplasma (Tabla 4.8), b) la superficie de precipitados 

por μm2 de citoplasma (Fig. 4.28) y, por extensión, c) el tamaño medio estimado de los 

precipitados citoplasmáticos (Tabla 4.9), puso de manifiesto cambios relevantes según el 

tratamiento luminoso aplicado. 

 

 

 

 

Figura 4.27- Localización citoquímica de Ca2+ mediante precipitación in situ con KPA 4 % en células 

corticales motoras internas (a, b) y células del cilindro central (c, d) de pulvínulos secundarios de Robinia 

pseudoacacia procesados inmediatamente después de una irradiación R aplicada a las 2 horas del fotoperiodo. 

El material se procesó según el protocolo E (Material y Métodos, apartado 3.5.2). Precipitados de 

piroantimoniato cálcico (flechas); Am, amiloplasto; Cl, cloroplasto; Cr, cristal de oxalato cálcico; Ei, espacio 

intercelular; P, pared; Tc, tubo criboso; V, vacuola; X, vaso xilemático. Barra: 1 µm. 
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Pulvínulos irradiados con luz R. 

En los pulvínulos, procesados inmediatamente después de un pulso de luz R, la 

abundancia de precipitados de Ca2+ (53,5 ± 3,9 p.μm-2 citosol, Tabla 4.8) así como la 

superficie que ocupan (0.38 ± 0,05 μm2.μm-2 citosol, Fig. 4.28) y su tamaño medio 

estimado (7072 ± 420 nm2, Tabla 4.9) fueron máximos en el citoplasma de las células 

extensoras. Estos valores disminuyeron aproximadamente en un 73 %, 82 % y 31 % 

respectivamente en las células flexoras (Tablas 4.8 y 4.9, Fig. 4.28). Tanto en las células 

extensoras como en las flexoras el número de precipitados de Ca2+ citosólico superó al 

detectado en el compartimento vacuolar (precipitados adosados a la cara vacuolar del 

tonoplasto), núcleo y espacios intercelulares. En general, salvo en los espacios 

intercelulares, los precipitados de Ca2+ fueron más abundantes en las células extensoras 

que en las flexoras. 

 

Después de 30 min de oscuridad, disminuyó la abundancia de precipitados de Ca2 

en todos los compartimentos de las células extensoras y flexoras excepto en los espacios 

intercelulares de la zona extensora que se mantuvo invariable (Tabla 4.8). En estas 

condiciones, en las células extensoras el número de precipitados de Ca2+ citosólico fue 

similar al de los espacios intercelulares y el núcleo (Tabla 4.8). En cambio, en las células 

flexoras la abundancia de Ca2+ citosólico superó a la de los otros compartimentos 

celulares que era extremadamente baja y no difería entre sí (Tabla 4.8). Respecto a los 

precipitados citosólicos, su abundancia y superficie ocupada disminuyó acusadamente en 

un 91,59 % en las células extensoras (Tabla 4.8, Fig. 4.28) después de 30 min de 

oscuridad. En las células flexoras también disminuyó el número de precipitados 

citosólicos, un 76,92 %, sin variar la superficie ocupada (Tabla 4.8, Fig. 4.28). Este 

resultado, aparentemente contradictorio, puede explicarse por el tamaño de los 

precipitados que no varió en las células extensoras pero aumentó considerablemente (x 

3,7) en las flexoras (Tabla 4.9). Así pues, a los 30 min de oscuridad después de una 

irradiación R, la abundancia y área ocupada por los precipitados de Ca2+ citoplasmático 

así como la abundancia de precipitados vacuolares y nucleares no difería entre las células 

extensoras y flexoras. Al contrario, el número de precipitados de Ca2+  de los espacios 

intercelulares de la zona extensora superaba al de la zona flexora (Tabla 4.8). 
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                                  Extensora        Flexora        Extensora        Flexora 
                                  [_________________]        [_________________] 
                                              tiempo 0                          tiempo 30 min 
 
Figura 4.28- Área ocupada por los precipitados de piroantimoniato cálcico por µm2 de citoplasma de las 

células corticales externas extensoras y flexoras de pulvínulos secundarios de Robinia pseudoacacia irradiados 

con un pulso de luz R (15 min) o de FR (5 min) a las 2 h del fotoperiodo. Inmediatamente después de aplicar 

estas irradiaciones (tiempo 0) o bien después de 30 min de oscuridad (tiempo 30 min) los pulvínulos se 

procesaron según el protocolo E (Material y Métodos, apartado 3.5.2). Los valores corresponden a la media  

SE de 10 zonas analizadas (n=10). Las diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA, P˂0,05). 
 

 

Pulvínulos irradiados con luz FR. 

En los pulvínulos - procesados inmediatamente después de una irradiación FR - la 

abundancia de precipitados de Ca2+ citosólico de las células extensoras (11,2 ± 2 p.μm-2, 

Tabla 4.8) superó ligeramente a la de las células flexoras (7,2 ± 1,3 p.μm-2, Tabla 4.8) 

pero, no se detectaron diferencias en la superficie ocupada por estos precipitados (Fig. 

4.28) previsiblemente a causa de diferencias en su tamaño medio estimado, más elevado 

en las células flexoras que en las extensoras (Tabla 4.9). Tanto en las células extensoras 

como en las flexoras el tamaño medio estimado de los precipitados de Ca2+ citosólico 

formados inmediatamente después de una irradiación FR fue superior al de los formados 

después de irradiar con R (Tabla 4.9), en concordancia con las observaciones mediante  
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TEM (Fig. 4.26). En las células extensoras, la abundancia de precipitados de Ca2+ 

citosólico fue similar a la del núcleo y superior a la vacuolar (x 16) y la de los espacios 

intercelulares (x 8,6) que no diferían entre sí. En cambio, en las células flexoras, la 

abundancia de precipitados de Ca2+ fue similar en los 4 compartimentos considerados 

(Tabla 4.8). Después de un pulso de FR, la abundancia de precipitados de Ca2+ en los 

espacios intercelulares y las vacuolas de las células flexoras superó a la de las extensoras. 

Por el contrario, el número de precipitados de Ca2+ nuclear fue más elevado en las células 

extensoras (Tabla 4.8). 

 

Después de 30 min de oscuridad, no varió el número de precipitados de Ca2+ 

citosólico de las células extensoras pero disminuyó la superficie que ocupan (≈ 78 %) 

asícomo su tamaño medio estimado (≈ 70 %) (Tabla 4.9). En las células flexoras 

disminuyó el número de precipitados citosólicos (≈ 45 %), la superficie que ocupan (≈ 93 

%) y su tamaño medio estimado (≈ 90 %) (Tabla 4.9). En estas condiciones, la superficie 

ocupada por estos precipitados no difería significativamente entre las células extensoras y 

flexoras (Fig. 4.28). Además, los valores obtenidos tampoco diferían significativamente 

de los hallados: a) en las células extensoras y flexoras a los 30 min de una irradiación R 

y, b) en las células flexoras inmediatamente después de una irradiación R (Fig. 4.28). 

Respecto a los otros compartimentos celulares, después de 30 min de oscuridad, no se 

detectaron cambios en las células flexoras pero aumentó la abundancia de precipitados de 

Ca2+ en los espacios intercelulares (x 10) y en las vacuolas (x 12,8) de las células 

extensoras (Tabla 4.8). Así pues, a los 30 min de oscuridad después de una irradiación 

con FR, la abundancia de precipitados de Ca2+  citosólico y de los espacios intercelulares 

de las células extensoras superó a la de las flexoras. En cambio, la abundancia de 

precipitados de Ca2+ en núcleos y vacuolas no difería entre las células extensoras y 

flexoras (Tabla 4.8). 
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5.1.- Optimización de la metodología. 

 

5.1.1.- Preparación de material vegetal para la localización de azúcares solubles por 

autorradiografía – microscopía óptica y electrónica. 

 

La aplicación de la autorradiografía para la localización de compuestos a nivel estructural 

y/o ultraestructural depende de una correcta preparación del material vegetal, más cuando 

se desean localizar azúcares solubles pues debe evitarse su redistribución. En este trabajo, 

para reducir al máximo este problema, se ensayaron varios criométodos que difieren en la 

criofijación, criosustitución y crioinclusión. Se consideró, de forma especial, la 

criofijación, posiblemente el paso más importante de una criotécnica aunque, en la 

práctica, el resultado también depende de la criosustitución y la crioinclusión. 

 

 La criofijación por enfriamiento en un líquido criogénico es un método 

ampliamente usado en microautorradiografía de componentes solubles en plantas 

(Thangstad y col., 2001, Deeken y col., 2002, Bucking y col., 2004) y empleado 

previamente, por nuestro grupo, para detectar la composición elemental de pulvínulos 

secundarios de R. pseudoacacia por microanálisis de Rayos X usando como líquido 

criogénico una mezcla de metilciclohexano 8 % en 2-metilbutano (Moysset y col., 

1991b). En este trabajo la criofijación mediante propano como líquido criogénico, resultó 

totalmente inadecuada para la preservación ultraestructural de las células pulvinulares de 

R. pseudoacacia independientemente de la solución de criosustitución empleada y de la 

resina usada en la inclusión. 

 

 Los resultados han sido positivos cuando la criofijación se realizó por proyección 

de segmentos de pulvínulos contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido, uno de 

los métodos más satisfactorios de criofijación (Quintana, 1994) que no se utiliza mucho 

en plantas. Este tipo de criofijación es más cara y lenta (entre muestra y muestra el bloque 

metálico debe calentarse a temperatura ambiente) que la anterior pero tiene la ventaja de 

producir excelente congelación en una superficie relativamente amplia a pesar de que el 

grosor de la zona bien preservada oscila entre 1-3 µm, valor inferior al obtenido cuando la 

criofijación se realiza en un líquido criogénico que oscila entre 5-25 µm (Quintana, 1994; 
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López-Iglesias, C., comunicación personal). 

 

 La criodeshidratación fue llevada a cabo por criosustitución en acetona 100 % de 

acuerdo con Moysset y col. (1991b) o en metanol 100 %, y la inclusión en Lowicryl 

HM20 y Spurr. La criosustitución en metanol 100 % se efectuó porque este solvente 

disuelve los cristales de hielo más rápidamente y a temperatura más baja que la acetona 

100 % y, en general, preserva adecuadamente la ultraestructura (Robards, 1991) aunque 

puede también alterarla de forma negativa (Audit y col., 1996). La crioinclusión en 

Lowicryl HM20 es muy adecuada para retener la distribución espacial de componentes 

solubles (Robards, 1991), pues se trata de una resina hidrofóbica no polar de muy baja 

viscosidad por lo que penetra con relativa facilidad en los tejidos y que polimeriza en 

presencia de luz UV a baja temperatura (-50ºC). Esta resina se ha empleado con éxito en 

la preparación de distintos materiales vegetales para microautorradiografía (Hippe, 1987; 

Kaneda y col., 2008). Sin embargo, en nuestro material no dio resultados satisfactorios a 

nivel ultraestructural probablemente por una inadecuada infiltración de la resina a bajas 

temperaturas (Robards, 1991) debido a las características estructurales de los pulvínulos. 

La criosustitución en metanol 100 % puede haber contribuído también a este resultado 

negativo ya que como solvente de lípidos puede provocar drásticas pérdidas de 

citoplasma (Audit y col., 1996). En comparación, la ultraestructura fue sensiblemente 

superior en el material sometido a criosustitución en acetona - glutaraldehido 3 % e 

incluido en Spurr, resina ampliamente usada en otros sistemas vegetales para localizar, 

por autorradiografía, diversas moléculas (Saunders y Conn, 1977; Evans y col., 1982; 

Maule y Ride, 1982; Deeken y col., 2002; Bücking y col., 2004). 

 

 En conclusión, de la evaluación de los distintos protocolos considerando la 

preservación estructural y ultraestructural se seleccionó la criofijación por proyección de 

segmentos de pulvínulos contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido, seguida de 

criosustitución en acetona - glutaraldehido 3 % e inclusión en Spurr (protocolo 4). 

Además, el material procesado según este protocolo también mostró buena preservación 

ultraestructural después del proceso de autorradiografía. Asimismo, la evaluación 

cuantitativa de los autorradiogramas fue satisfactoria pues aunque el número de granos 

fue bajo, su distribución fue muy concreta repitiéndose en distintas muestras. 
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5.1.2.- Preparación de material vegetal para la localización de Ca2+ mediante 

precipitación con piroantimoniato potásico. Validez del método. 

 

De las diferentes formas celulares de calcio - ligado, almacenado y libre (Bush, 1995) - el 

método de precipitación con KPA es útil para la localización de Ca2+ almacenado 

denominado también ligeramente ligado o intercambiable (Lazzaro y Thomson, 1992). La 

forma ligada se encuentra, por ejemplo, en formas cristalinas (cristales de oxalato 

cálcico), y no reacciona con el KPA. El Ca2+ libre es soluble y se localiza en el citosol a 

concentración tan baja (100-200 nM) (Day y Reddy, 2011) que está al límite de detección 

(Wick y Hepler, 1982) o es indetectable (Bush, 1995) mediante esta metodología. En 

comparación, el Ca2+ almacenado o ligeramente ligado se encuentra a concentraciones 

más elevadas (superiores a 1 µM) que el libre, reacciona con el KPA y se localiza 

principalmente en la pared celular, en orgánulos concretos (vacuolas, mitocondrias, 

núcleo, entre otros) y está asociado a proteínas, lípidos o carbohidratos. Este tipo de Ca2+ 

está en equilibrio dinámico con el Ca2+ libre citosólico y puede transformarse en éste en 

respuesta a una señal (Wick y Hepler, 1982). De este modo, el estudio del Ca2+ 

ligeramente ligado es, de especial interés, por su contribución a la regulación de todos 

aquellos procesos celulares que requieren la activación dinámica de Ca2+ libre citosólico, 

el cual actúa como segundo mensajero, aspecto comentado en Introducción, apartado 

1.3.6.1. 

 

La aplicación de esta metodología requiere considerar varios aspectos o 

limitaciones como: a) la especificidad de la precipitación de Ca2+ pues el piroantimoniato 

también reacciona con otros cationes mono (Na+, K+) y divalentes (Mg2+) (Material y 

Métodos, apartado 3.5), b) la posible pérdida y redistribución de cationes durante la 

fijación, c) la posible disolución y/o redistribución de precipitados durante la 

deshidratación, inclusión y contrastado y además, d) la preservación ultraestructural del 

material vegetal. Asimismo, debe aceptarse que no es apropiada para obtener valores 

absolutos de la concentración de Ca2+ pero sí valores relativos o estimas semicuantitativas 

(Slocum y Roux, 1982). 

 

La fijación es de suma importancia en determinar la especificidad de la 
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precipitación y redistribución de Ca2+. En general se usan mezclas de KPA 2-4 % con 

glutaraldehido 2-3 % ± paraformaldehido 2 % o con OsO4 1-2 % (Trillas-Gay y Araus, 

1993; Qin y col., 2005; Li y col., 2007; Ma y col., 2009; Otulak y Garbaczewska, 2011). Ni 

el glutaraldehido ni el OsO4 afectan la especificidad ni el umbral de la reacción de los 

cationes con el KPA (Wick y Hepler, 1982). Las tres soluciones de fijación (E, F y G) 

ensayadas en los pulvínulos de R. pseudoacacia estaban formadas de una solución 

sobresaturada de KPA 4 % para una rápida precipitación de Ca2+ (Mentré y Escaig, 1988) 

y distintas concentraciones de glutaraldehido (2,5 %, 1 % y 0 %). Además, para acelerar 

el proceso de fijación y reducir la redistribución y difusión de cationes hacia el exterior se 

añadió: a) fenol 1 % que facilita la penetración del fijador sin alterar la afinidad del Ca2+ 

por el KPA (Mentre y Scaig, 1988) y, b) paraformaldehido 2 %, compuesto de 

penetración más rápida que el glutaraldehido y que actúa estabilizando rápida y 

temporalmente estructuras celulares que posteriormente se fijan permanentemente por 

acción del glutaraldehido. La osmificación se omitió dado que la mayor parte del Ca2+ 

precipita con el glutaraldehido (Hayat, 1993) y, además, porque de este modo: a) los 

precipitados se identificaban como depósitos de piroantimoniato, no como gránulos 

osmófilos (Tandler y col., 1970) y, b) se eliminaba la contribución del Os al espectro de 

energía dispersiva de Rayos X (Jessen y col., 1976). La preferencial precipitación del 

Ca2+ se facilitó tamponando el glutaraldehido con una elevada concentración de tampón 

fosfato (0,1 M) a pH ligeramente alcalino (Hayat, 1993) y, además, eliminando las sales 

relativamente solubles de piroantimoniato potásico y sódico lavando el material vegetal 

solamente con tampón fosfato (sin antimoniato) antes de la deshidratación (Klein y col., 

1972). Finalmente, la formación de estos complejos insolubles de piroantimoniato cálcico 

se confirmó mediante microanálisis de Rayos X. 

 
Los resultados obtenidos, en concordancia con lo esperado, demuestran la 

importancia del glutaraldehido en la fijación: al disminuir su concentración (1 %-

protocolo F y 0 %-protocolo G) disminuyó la preservación ultraestructural y también, en 

distinto grado, el número y distribución de precipitados. La fijación del material con KPA 

4 %, glutaraldehido 2,5 %, paraformaldehido 2 % y fenol 1 % (protocolo E) resultó 

adecuada para la preservación ultraestructural (en cuanto a identificación de orgánulos 

celulares, no de membranas por falta de osmificación) y la formación de precipitados en 
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forma de gránulos y agregados de distintos tamaños en los que se confirmó la presencia 

de Ca2+ mediante microanálisis de Rayos X como se ha comentado en el párrafo anterior. 

Evidentemente, la presencia de precipitados no permite excluir posibles pérdidas y 

redistribución de Ca2+ durante la manipulación y procesamiento del material. No 

obstante, puede aceptarse que la pauta de distribución de los precipitados corresponde a la 

distribución de Ca2+ en base a: 1) la formación de precipitados en todos los tejidos 

pulvinulares lo que indica la ausencia o relativamente baja migración de este catión hacia 

el medio externo, 2) la distribución subcelular concreta (no aleatoria) de los precipitados 

y, 3) la repetitividad de los resultados en distintas muestras. En conclusión, el método se 

considera apropiado para investigar los efectos de las irradiaciones R y FR en la 

localización in situ de Ca2+ intercambiable en los pulvínulos. 

 

Esta metodología se ha usado ampliamente en animales y vegetales para la 

localización in situ de Ca2+ y demostrar su implicación en procesos muy diversos. Como 

ejemplos destacan, la localización de Ca2+ en el xilema de plantas leñosas (Plavcová y 

Hacke, 2011), en hipocotilos de Linum usitatissimum (Jauneau y col., 1997) y Vigna 

radiata (Liberman y col., 1999), en hojas de Z. mays sometidas a estrés hídrico (Ma y 

col., 2009), en hojas de Catharanthus roseus infectadas con fitoplasmas (Musetti y 

Favali, 2003), en meristemos apicales radiculares de Z. mays (Sakai-Wada y Yagi, 1993) 

y P. sativum (Belyavskaya, 2001), en ápices de raíces de Glycine max en condiciones de 

microgravedad (Klymchuk y col., 2001, 2003; Hayatsu y col., 2012) y en callos de 

Dianthus caryophyllus susceptibles y resistentes a Fusarium oxysporum (Trillas-Gay y 

Araus, 1993). También esta metodología ha sido efectiva para demostrar cambios en la 

distribución de Ca2+ durante la formación de complejos estomáticos de Hordeum vulgare 

(Wick y Hepler, 1980), de esclereidas en hojas de Nymphaea tetragona (Kuo-Huang y 

Chen, 1999) y de embriones somáticos en Cichorium sp. (Verdus y col., 1993). También 

ha demostrado la importancia del Ca2+ en la polinización y fertilización de Lactuca sativa 

(Qiu y col., 2008), Nicotiana tabacum (Tian y Russell, 1997), Plumbago zeylanica (Tian 

y col., 2000) y Oryza sativa (Tian y col 1998; Zhao y col., 2002; Qin y col., 2005). Del 

mismo modo ha puesto de manifiesto: a) el papel del Ca2+ como segundo mensajero en el 

gravitropismo de tallos de Chrysanthemum morifolium (Zhang y col., 2011), b) cambios 

estacionales de Ca2+, asociados a cambios de actividad del cambium, en Fagus sylvatica 



 

156 
 

(Follet-Gueye y col., 1998) y, c) cambios espacio-temporales en la distribución 

intracelular de Ca2+ en células parenquimáticas de coleoptilos etiolados de A. sativa 

irradiados con R o FR (Tretyn y col., 1992). 

 

 

5.2.- Control del cierre nictinástico foliar por fitocromo(s) en Albizia lophantha. 

 

El grado de cierre de los foliolos de A. lophantha, superior en los irradiados con R que en 

los irradiados con FR (Figs. 4.1 a 4.3 y 4.5 a 4.10) indica un control del cierre nictinástico 

por phys(s) en concordancia con resultados previos en esta misma especie (Moysset y 

Simón, 1989), en A. julibrissin y en S. saman (revisado por Satter y Galston, 1981). 

 

En A. lophantha el modelo de movimiento y el efecto fitocromo varía en función 

del tiempo de inicio de los ensayos (Figs. 4.2 y 4.3). Así, el cierre de los foliolos 

irradiados con R y el efecto fitocromo es inferior en los ensayos realizados a las 2 h del 

fotoperiodo que en los efectuados a las 8 h (mitad) del fotoperiodo. Además, en los 

ensayos efectuados a las 2 h del fotoperiodo con frecuencia se observa reabertura foliar, 

característica ausente en las pruebas efectuadas a la mitad del fotoperiodo. Estos 

resultados parecen estar en desacuerdo con los obtenidos en A. julibrissin por Hillman y 

Koukkari (1967) quienes observaron el máximo efecto fitocromo a las 2 h del inicio del 

fotoperiodo. Sin embargo, en sus ensayos las plantas estaban sometidas a ciclos de 12 h 

luz/ 12 h oscuridad, mientras que en nuestros experimentos se han adaptado a ciclos de 16 

h luz/ 8 h oscuridad. Los foliolos de A. lophantha se mueven con ritmicidad circadiana 

(Gómez, 1993) al igual que los de A. julibrissin (Satter y col., 1976), S. saman (Simón y 

col., 1976b) y R. pseudoacacia (Gómez y Simón, 1995). La luz R cambia la fase del 

ritmo y su efecto inmediato depende del momento en que se efectúa la irradiación 

(revisado por Satter y Galston, 1981). Por tanto, las diferencias en el tiempo en que se 

presenta el máximo efecto fitocromo podrían deberse a que el fotoperiodo no se inicia en 

la misma fase del ritmo en ambos experimentos. 

 

 

 



 

157 
 

5.3.- Implicación de ATPasas-H+ en el cierre nictinástico dependiente de 

fitocromo(s) de los foliolos de Albizia lophantha. 

 

5.3.1.- Fusicoccina y ATPasas-H+. 

 

Nuestros datos indican que la FC, activador de ATPasas-H+ del plasmalema y 

estimulador de la absorción de K+ (Marrè, 1979) inhibe el cierre nictinástico dependiente 

de phy(s) de A. lophantha y, en general, estimula la reabertura foliar de forma 

dependiente de la concentración (óptima a 10 µM), manifestándose ambos efectos de 

forma más acusada en los foliolos irradiados con R que en los irradiados con FR (Figs. 

4.1, 4.3, 4.6, 4.8 y 4.10). Estos resultados y el efecto de los inhibidores de ATPasas-H+ - 

dietilestilbestrol y mersalil (àcido) - anulando el efecto de la FC en el cierre nictinástico 

de A. lophantha  y en la disminución del pH externo (Moysset, 1981), apoyan la 

implicación de ATPasas-H+ en el movimiento foliar. Los cambios de pH desencadenados 

por transiciones luz-oscuridad en el apoplasto extensor y flexor de los pulvínulos 

secundarios de S. saman apoyan también la intervención de ATPasas-H+ en los 

movimientos foliares (Iglesias y Satter, 1983a, 1983b). Además, en el plasmalema de las 

células motoras pulvinulares de M. pudica se han detectado ATPasas-H+ cuya actividad 

podría generar gradientes electroquímicos capaces de inducir rápidos flujos de iones 

responsables de cambios de turgencia durante el movimiento seismonástico (Fleurat-

Lessard y col. 1997a). También, en pulvínulos de P. coccineus, la actividad de esta 

bomba electrogénica es clave para el transporte de K+ en dirección opuesta al flujo de H+ 

(Bialczyck y Lechowski, 1990). 

 

La reabertura de los foliolos de A. lophantha inducida por la FC coincide con el 

efecto de esta toxina estimulando la reabertura de las hojas de C. fasciculata y M. pudica 

en oscuridad (Bonnemain y col., 1978) e incrementando la salida de H+ hacia el apoplasto 

en pulvínulos escindidos de M. pudica (Roblin, 1980; Roblin y Fleurat-Lessard, 1983). 

 

 Los efectos de la luz R y la FC son opuestos (Figs. 4.1, 4.3, 4.6, 4.8 y 4.10) de 

manera que tras 3 h de oscuridad la FC disminuye significativamente el efecto fitocromo 

tanto en los ensayos efectuados a las 2 h como a las 8 h del fotoperiodo (Tabla 4.3). No 
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hay datos de que Pfr regule directamente la actividad ATPasa-H+ del plasmalema de las 

células motoras pulvinulares. No obstante, en pulvínulos de S. saman, una irradiación R 

seguida de oscuridad disminuye el pH del apoplasto flexor (Lee y Satter, 1989) e 

hiperpolariza el plasmalema de las células flexoras (Racusen y Satter, 1975) lo que se 

interpreta a favor de la existencia de esta regulación. En este contexto, es posible que en 

los pulvínulos de A. lophantha una irradiación R estimule la actividad de las ATPasas-H+ 

del plasmalema de las células flexoras generándose un flujo de H+ hacia el apoplasto. Del 

mismo modo, dado que la dirección del flujo de H+ es opuesta entre las células flexoras y 

extensoras (Iglesias y Satter 1983a) y que la luz R seguida de oscuridad alcaliniza el 

apoplasto extensor en pulvínulos de S. saman (Lee y Satter, 1989), puede asumirse que 

las ATPasas-H+ de plasmalema de las células extensoras estén inactivas. En estas 

condiciones, la FC actuaría activando las ATPasas-H+ de las células extensoras y, en 

consecuencia, se generaría un flujo de H+ hacia el apoplasto extensor, se hiperpolarizaría 

el plasmalema y se activarían canales KH con la consiguiente entrada de K+ y, en último 

término, aumentaría la turgencia celular. Ello explicaría la inhibición del cierre y la 

reabertura subsecuente. 

 

La FC también estimula la abertura de los estomas e inhibe el cierre inducido por 

la oscuridad activando ATPasas-H+. Se desconocen los intermediarios implicados en el 

proceso de activación de las ATPasas-H+; sin embargo, la inhibición del cierre estomático 

de V. faba por la FC se ha relacionado con una acidificación del citoplasma y una 

disminución de los niveles de óxido nítrico (NO) y de peróxido de hidrógeno por un 

mecanismo desconocido (She y col., 2004, 2010a, 2010b). Datos recientes, obtenidos por 

nuestro grupo, han demostrado que el NO inhibe el cierre nictinástico de los foliolos de A. 

lophantha (Bergareche y col., 2012) y que se distribuye asimétricamente en los 

pulvínulos de R. pseudoacacia. En la oscuridad, los niveles de NO disminuyen en las 

células flexoras (turgentes) y aumentan en las extensoras (flácidas) (Angelo, A., 

comunicación personal). 
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5.3.2.- Los polioles como moduladores de la actividad ATPasa-H+. 

 

Los resultados obtenidos con el manitol y el sorbitol en el cierre nictinástico de A. 

lophantha contrastan con datos previos. El manitol 50 mM, es inefectivo en el 

movimiento rítmico de los foliolos de A. julibrissin en la oscuridad (Satter y col., 1976) y, 

a una concentración 10 mM, no afecta el potencial de membrana en pulvínulos de S. 

saman (Racusen y Galston, 1977). 

 

El doble efecto del sorbitol y del manitol de incrementar el cierre y posteriormente 

promover la reabertura (Figs. 4.5 y 4.7) está asociado a la presencia de Pfr porque se 

detecta en los foliolos irradiados con R y no en los irradiados con FR. El efecto promotor 

de la reabertura concuerda con el de la FC y podría estar relacionado con una modulación 

de la actividad de ATPasas-H+ del plasmalema de las células motoras en concordancia 

con resultados previos en pulvínulos de S. saman (Lee y Satter, 1987). En estos órganos 

motores, las células extensoras alcalinizan el medio durante el movimiento rítmico 

circadiano en oscuridad. La adición de manitol o sorbitol 0,4 M aumenta la amplitud del 

ritmo de absorción de H+ de las células extensoras y pone de manifiesto un ritmo de 

liberación de H+ en las flexoras. Reinhold y col. (1984) propusieron que este efecto del 

manitol estimulando la liberación de H+, también observado en otros órganos como hojas 

de A. sativa (Gepstein, 1982), podría basarse en un proceso de osmorregulación. El 

manitol reduciría el gradiente de presión hidrostática en el complejo pared celular-

plasmalema y la disminución de turgencia celular estimularía directamente la actividad de 

las ATPasas-H+ del plasmalema. En consecuencia, se produciría una fuerza protón motriz 

que proporcionaría energía para la absorción de solutos restableciendo la presión de 

turgencia celular. En este contexto, la adición de manitol al medio externo estimula la 

absorción de K+ en Daucus carota (Enoch y Glinka, 1981) y de sacarosa en discos 

foliares de P. coccineus (Daie y Wyse, 1985). Un tratamiento hiperosmótico (manitol 150 

mM) también estimula la absorción de K+ en cultivos celulares de A. thaliana (Curti y 

col., 1993) y de K+ y Cl- en células del mesófilo de P. coccineus (Daie y Wyse, 1985). 

 

Se sabe que durante el cierre nictinástico aumenta la turgencia de las células 

flexoras y disminuye la de las extensoras (revisado por Satter y Galston, 1981). En estas 
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condiciones, estos polioles podrían actuar principalmente en las células extensoras de los 

pulvínulos de A. lophantha induciendo, inicialmente, una disminución de la presión de 

turgencia e intensificando el cierre de los foliolos. Luego, cuando la turgencia sea mínima 

estimularían la actividad ATPasa-H+ que, a su vez, promovería la absorción de solutos 

osmóticamente activos y de agua provocando un aumento de turgencia celular y 

desencadenando la reabertura de los foliolos. Los efectos del manitol 150 mM y del PEG 

6000 22 % activando ATPasas-H+ de plasmalema en suspensiones celulares de A. 

thaliana (Curti y col., 1993) así como del manitol 398 mM hiperpolarizando el 

plasmalema y acidificando el medio externo en granos de polen de Lilium (Pertl y col., 

2010) apoyan la propuesta anterior. También el sorbitol 200 mM estimula la salida de H+ 

y modula la actividad de canales iónicos en cultivos celulares de D. carota (Teodoro y 

col, 1998). En comparación, en las células flexoras con ATPasas-H+ activas durante el 

movimiento de cierre, el gradiente de H+ generado favorecería la entrada de estos 

compuestos a través del plasmalema mediante cotransporte con H+ y, de este modo, 

podrían contribuir a incrementar la turgencia celular y, en consecuencia, al cierre foliar. 

Evidentemente, esta propuesta es discutible y no pueden excluirse otras posibilidades 

dado que el manitol-3H 50 mM no provoca plasmólisis ni se acumula de forma acusada 

en el apoplasto de las células corticales motoras de R. pseudoacacia. Además, también 

debe verificarse la existencia de un cotransporte manitol-H+ en los pulvínulos de R. 

pseudoacacia. El manitol no afecta el potencial de membrana en pulvínulos de S. saman 

(Racusen y Galston, 1977). 

 

El manitol es un producto de la fotosíntesis y es metabolizado por algunas 

especies de las familias Apiaceae, Rubiaceae y Olaeceae (Conde y col., 2011). Sin 

embargo, se considera que la mayoría de las especies no lo  metabolizan y se asume que 

no penetra en las células o lo hace muy lentamente. Los resultados obtenidos en R. 

pseudoacacia indican que el manitol-3H 50 mM se incorpora en los pulvínulos 

secundarios a través de los tejidos vasculares y se distribuye en las paredes, el citoplasma 

y las vacuolas de las células motoras en concordancia con la distribución subcelular en 

Apium graveolens (Keller y Matile, 1989; Noiraud y col., 2001; Nadwodnik y Lohaus, 

2008) y Olea europaea (Conde y col., 2011) donde actúa como fuente de carbono y 

energía, osmorregulador y osmoprotector en situaciones de estrés abiótico. Se han 
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caracterizado cotransportadores de manitol-H+ en A. graveolens (Juchaux-Cachau y col., 

2007). 

 

En nuestras condiciones experimentales, la incorporación de manitol-3H 50 mM 

no difiere entre los pulvínulos irradiados con R o FR después de 3 h de oscuridad, a pesar 

de que el cierre de los foliolos irradiados con R es muy superior (unos 100 º) al de los 

irradiados con FR (Tabla 4.7). Por el contrario, su incorporación en las zonas extensoras y 

flexoras varía según el estado de fotoequilibrio de los phys (Fig. 4.19). En los pulvínulos 

irradiados con luz R, la incorporación de manitol-3H 50 mM no difiere significativamente 

entre las células extensoras y flexoras a pesar de sus distintos estados de turgencia lo que 

sería incompatible con la función osmorreguladora de este compuesto en concordancia 

con resultados en otros sistemas experimentales (Cram, 1984). En cambio, una irradiación 

FR estimula la incorporación de manitol-3H 50 mM en las células flexoras internas (Fig. 

4.19). Se desconoce el mecanismo bioquímico responsable de la acumulación de este 

compuesto así como su función en estas células que no varían de turgencia durante el 

movimiento foliar. 

 

La aplicación simultánea de sorbitol o manitol con la FC  potencian el efecto de la 

FC inhibiendo el cierre y potenciando la reabertura en presencia de Pfr (Figs. 4.6 y 4.8). 

Este sinergismo manitol y FC también se ha observado en la liberación de H+ en 

entrenudos de guisante (Marrè y col., 1973), en semillas de rábano en germinación 

(Cocucci y col., 1990) y en células de A. thaliana (Curti y col., 1993). Curti y col (1993) 

han sugerido que los cambios de presión de turgencia y la FC podrían modular la 

actividad ATPasa-H+ del plasmalema por vías confluentes. 

 

Finalmente, los resultados obtenidos con el PEG 6000 son similares a los del 

sorbitol y manitol aunque muestran una elevada variabilidad entre distintos y en un 

mismo experimento posiblemente debido a la distinta capacidad de penetración de estas 

moléculas en el apoplasto. El manitol y el sorbitol, compuestos de bajo peso molecular, 

pueden penetrar más fácilmente que el PEG 6000, compuesto de mayor peso molecular 

que no penetra a través de los poros de la pared o lo hace con dificultades y provoca una 

salida de agua de la célula y la pared celular (Mayer y col., 1985c; Hohl y Schopfer, 
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1991). En nuestras condiciones experimentales, al final de los ensayos, los foliolos no 

presentaron síntomas visuales de deshidratación ni cambios morfológicos aparentes, por 

ejemplo, flacidez y curvatura, lo que sugiere que el PEG 6000 a las concentraciones 

aplicadas no provocó efectos tóxicos (por contaminantes) o deletéreos (por infiltración y 

falta de oxígeno en los tejidos) descritos en otros sistemas (Hohl y Schopfer, 1991; 

Verslues y col., 1998; Ober y Sharp, 2003). 

 

La similitud entre los efectos del manitol y el PEG 6000 en el cierre nictinástico 

también se manifiesta durante el movimiento foliar rítmico de P. coccineus en luz 

continua. En este caso, manitol (5-45 mM) y PEG 6000 (0,025 a 0,5 %) aumentan la 

longitud del periodo (27,9 a 29,5 h) y disminuyen la amplitud del movimiento 

posiblemente provocando una salida de agua y disminución de la turgencia de las células 

motoras (Mayer y col., 1985c). En esta situación, sería de esperar que el PEG 6000, al 

igual que el manitol, potenciara el efecto de la FC inhibiendo el cierre nictinástico en 

concordancia con los resultados obtenidos en cultivos celulares de A. thaliana (Curti y 

col., 1993). Sin embargo, los resultados son incompatibles con esta propuesta dado que 

este poliol anula el efecto de la FC (Fig. 4.10). Trabajos más recientes han demostrado 

que el efecto del PEG 6000 (10-25 %) provocando el cierre de los estomas de V. faba está 

asociado a un aumento de los niveles de NO de las células estomáticas (Huang y col., 

2009). Estos efectos del PEG 6000 sobre el cierre estomático y los niveles de NO son 

opuestos a los de la FC  (She y col., 2004, 2010a, 2010b). Una actuación similar de estos 

compuestos en los pulvínulos permitiría explicar el efecto del PEG 6000 anulando al de la 

FC en el cierre nictinástico de A. lophantha. 

 

En conjunto, los resultados obtenidos mostrando el doble efecto de los azúcares – 

alcohol incrementando el cierre y promoviendo la reabertura así como el sinergismo 

observado cuando se aplican simultáneamente a la FC, sugieren una osmorregulación 

indirecta de la actividad ATPasa-H+. Este proceso podría ser la clave en la regulación del 

movimiento foliar, puesto que la ATPasa-H+ podría tener un doble papel: como detectora 

y/o efectora de los cambios de turgencia de acuerdo con Reinhold y col. (1984). 
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5.4.- La sacarosa como fuente de energía, molécula osmóticamente activa y/o de 

señalización en el cierre nictinástico foliar dependiente de fitocromo(s) de Albizia 

lophantha. 

 

La sacarosa aumenta el cierre nictinástico de los foliolos de A. lophantha de forma 

dependiente de la concentración y del tiempo de inicio de los ensayos (Figs. 4.2 y 4.3), 

manteniéndose el efecto fitocromo después de 3 h de oscuridad (Tabla 4.2). Esta 

potenciación del cierre por la sacarosa también se ha observado durante el movimiento 

rítmico de los pulvínulos de S. saman en oscuridad continua; en cambio, la sacarosa 

inhibe el cierre cuando los foliolos se mantienen en luz continua o en ciclos luz-oscuridad 

(Simón y col., 1976a). Tanto en S. saman como en A. julibrissin, la sacarosa 50 mM es 

necesaria para la manifestación del movimiento foliar rítmico en la oscuridad aunque 

disminuye el mesor y la amplitud de la oscilación. No obstante, la aplicación diaria de 

una irradiación R (por ejemplo, al inicio de cada ciclo) en presencia de sacarosa 50mM 

mantiene el ritmo y la amplitud de la oscilación (Simón y col., 1976b; Satter y col., 

1976). Así pues, Pfr y sacarosa son claves para mantener las oscilaciones en la oscuridad. 

 

Se desconoce cómo actúa la sacarosa estimulando el cierre y cómo interacciona 

con Pfr, si bien se ha sugerido que podría actuar: a) suministrando esqueletos carbonados 

para la síntesis de aniones orgánicos como el malato, que compensaría - junto con el Cl- - 

la carga positiva del K+ , b) como osmótico al igual que en las células estomáticas o, c) 

como fuente de energía (Simón y col., 1976a; Satter y col., 1976; Rieger y col., 1992; 

Talbott y Zeiger, 1998). Posteriormente, se ha puesto de manifiesto que la sacarosa, 

además de su función esencial en el metabolismo, también puede actuar como molécula 

de señalización (Wind y col., 2010). En A. thaliana, el oscilador circadiano es muy 

sensible a la sacarosa en la oscuridad ya que este disacárido modula su funcionamiento 

aumentando la expresión de los genes CCA1 (CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED 1), 

TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1) y GI (GIGANTEA) y, además, 

presumiblemente puede actuar como zeitgeber, es decir, como una señal capaz de 

restablecer los ritmos circadianos y ajustar la fase del oscilador (Knight y col., 2008; 

Dalchau y col., 2011). 
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Respecto a la interacción sacarosa-phys, ensayos moleculares y fisiológicos en A. 

thaliana sugieren que este disacárido podría modular la vía de señalización del phyA en 

una respuesta FR-HIR así como la interacción phyA-phyB aunque, en cualquier caso, no 

puede excluirse que las vías de señalización de la sacarosa y los phys sean independientes 

e interaccionen entre sí (Barnes y col., 1996; Dijkwel y col., 1997; Short, 1999). Datos 

recientes demuestran que la sacarosa estimula la transcripción de los genes PIF1, 3, 4 y 5 

que codifican los factores de transcripción PIF1, 3, 4 y 5, componentes de las vías de 

transducción de los phys y de fitohormonas como las auxinas y las giberelinas (Stewart y 

col., 2011; Liu y col, 2011). 

 

En nuestras condiciones experimentales, la aplicación simultánea sacarosa – FC 

potencia el efecto de la FC en el movimiento foliar (Figs. 4.3a y b) en concordancia con 

resultados previos (Moysset, 1981) y disminuye el efecto fitocromo a las 2 h del 

fotoperiodo (Tabla 4.3). En A. lophantha, el cierre nictinástico va acompañado de una 

acidificación del medio externo, la FC incrementa la disminución de pH mientras que la 

sacarosa per se y aplicada después de la FC lo estabiliza o aumenta ligeramente (Moysset, 

1981). En esta situación, el resultado obtenido podría explicarse asumiendo que la FC 

activa ATPasas-H+ del plasmalema de las células extensoras (comentado en el apartado 

anterior) y, de este modo, se genera un gradiente de H+ hacia el apoplasto que favorecería 

la entrada de la sacarosa mediante cotransporte con H+. En el citoplasma la sacarosa 

podría actuar como osmótico, fuente de energía para mantener la actividad ATPasa-H+ 

y/o actuar como señal. 

 

La existencia de este cotransporte sacarosa-H+, solamente efectivo en 

determinadas fases del ritmo, fue propuesto por Racusen y Galston (1977) en pulvínulos 

de S. saman. En otros sistemas experimentales se han caracterizado varias subfamilias de 

transportadores de sacarosa (SUT) cuya expresión muestra especificidad tisular y sigue 

un ritmo circadiano (Chincinska y col., 2008). La actividad de los transportadores de 

sacarosa (SUT) depende de la fuerza protón motriz establecida por las ATPasas-H+ (Kühn 

y Grof, 2010; Ayre, 2011) y su afinidad por los H+ y la sacarosa dependen del voltaje 

(Kühn y col., 1999; Contim y col., 2003). Hay pruebas indirectas de que Pfr puede 

modular la actividad ATPasa-H+ de las células motoras (Lee y Satter, 1989) pero no hay 
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información sobre su posible acción regulando la actividad de los SUT. No obstante, dado 

que irradiaciones R y FR alteran (de forma reversible) el potencial de membrana 

(Racusen y Satter, 1975) y la abertura-cierre de canales KH de las células flexoras de 

pulvínulos de S. saman (Kim y col., 1993) es posible que Pfr module indirectamente la 

incorporación de sacarosa. La implicación de canales de K+ en el cotransporte de 

sacarosa-3H se ha descrito en A. thaliana (Deeken y col., 2002). En Solanum tuberosum 

SUT4 está directamente implicado en la respuesta a la sombra mediada por phyB, FR 

aumenta la vida media de los tránscritos (Chincinska y col., 2008). 

 

Los resultados obtenidos demuestran que, durante el cierre nictinástico, la 

sacarosa-3H 50 mM se incorporó en los pulvínulos secundarios de R.  pseudoacacia 

(Tabla 4.7) en una proporción similar a la encontrada en secciones de hojas y  pecíolos de 

Beta vulgaris (Maynard y Lucas, 1982) pero inferior a la detectada en cotiledones 

aislados de Ricinus communis, material que presenta un elevadísimo nivel de 

incorporación comparado con otros sistemas de transporte de azúcares en plantas 

superiores (Komor, 1977). 

 

En nuestras condiciones experimentales la incorporación de sacarosa-3H 50 mM 

no resultó alterada por la aplicación de irradiaciones R y FR aunque la magnitud de cierre 

de los foliolos irradiados con R fue superior a la de los irradiados con FR a las 3 horas de 

oscuridad (Tabla 4.7). Estos resultados coinciden con los obtenidos en pulvínulos de S. 

saman (Simón, 1980) y discrepan de los obtenidos en plántulas de guisante etioladas 

pues, un pulso de luz R estimula incorporación de sacarosa en las yemas (Goren y 

Galston, 1966). Aunque en este trabajo no se ha abordado valorar la cinética de 

incorporación de la sacarosa-3H 50 mM durante el movimiento de cierre (por ejemplo, 

después de irradiar con R o FR, a los 10 min, 30 min de oscuridad, etc.), sería interesante 

efectuarlo en un futuro ya que permitiría esclarecer el efecto más inmediato de estas 

irradiaciones sobre este proceso. 

 

La sacarosa-3H se incorporó en todos los tejidos pulvinulares sin provocar 

plasmólisis (Fig. 4.11a). Presumiblemente, a partir de los tejidos vasculares, alcanzó la 

corteza motora probablemente vía apoplasto. En presencia de Pfr se encontró 
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mayoritariamente en las células corticales internas (más en las extensoras que en las 

flexoras) y en menor cantidad en las externas (más en las flexoras que en las extensoras) 

(Fig. 4.18b) no detectándose en ningún plasmodesmo. También, en presencia de Pr se 

acumuló en la zona flexora interna. Esta elevada acumulación de sacarosa-3H 50 mM en 

el cortex interno coincide con los resultados obtenidos en pulvínulos de P. coccineus 

(Rieger y col., 1992). 

 

En presencia de Pfr, no se detectaron diferencias en cuanto a incorporación de 

sacarosa-3H entre las células extensoras y flexoras externas, a pesar de que las primeras 

disminuyen de turgencia y alcalinizan el medio (Lee y Satter, 1989) y las segundas 

aumentan de turgencia y acidifican transitoriamente (durante 30 min) el medio (Lee y 

Satter, 1989) durante el cierre. Por tanto, estos resultados son incompatibles con un efecto 

osmótico de la sacarosa-3H 50 mM en concordancia con resultados obtenidos en los 

pulvínulos de P. coccineus (Rieger y col., 1992). En cambio, en presencia de Pr, la 

incorporación de sacarosa-3H difirió entre las células extensoras y flexoras (Fig. 4.18b), 

tal como se esperaba considerando la asimetría morfológica y fisiológica existente entre 

las zonas extensora y flexora de los pulvínulos (revisado por Satter y Galston, 1981). 

 

Nuestros resultados indican que una irradiación FR inhibe la incorporación de 

sacarosa-3H en células extensoras (Fig. 4.18b), es decir, en las células que pierden 

turgencia durante el cierre nictinástico (Moysset y col., 1991b), posiblemente por la salida 

de K+ y Cl- a través de canales dependientes de voltaje activados por despolarización 

como en las células motoras de S. saman (Moran, 1990). La disminución de 

incorporación de sacarosa-3H 50 mM en las células extensoras podría explicarse 

asumiendo que FR inhibe la actividad de canales KD activados por despolarización de 

estas células, como ocurre en Physcomitrella patens y otros sistemas vegetales (Spalding, 

2000) y, por extensión, despolariza el plasmalema. 

 

La incorporación de sacarosa-3H en células flexoras internas fue ligeramente 

superior después del tratamiento con luz FR (Fig. 4.18b). Este resultado puede explicarse 

asumiendo un control del/los phys sobre la actividad de canales KH tal como se ha 

descrito en los protoplastos flexores de S. saman (Kim y col., 1993). Una irradiación R 
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seguida de oscuridad provoca la abertura de estos canales KH y FR revierte este efecto. 

De este modo, el cierre de los canales KH por FR podría mantener el potencial de 

membrana más electronegativo, facilitando la incorporación de sacarosa-3H 50 mM por 

cotransporte. 

 

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la sacarosa-3H 50 mM 

exógena estimula el cierre nictinástico dependiente de phy(s) de A. lophantha y se 

incorpora en pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia durante el cierre. Después de 3 

horas de oscuridad, la incorporación de sacarosa-3H 50 mM en los pulvínulos es 

independiente de la aplicación de una irradiación con luz R o FR a pesar de que el cierre 

de los foliolos irradiados con R supera al de los irradiados con FR. En presencia de Pfr, la 

distribución simétrica de sacarosa-3H 50 mM entre los protoplastos extensores y flexores 

descarta la posibilidad de que este disacárido actúe como compuesto osmótico. En 

cambio, en presencia de Pr la sacarosa-3H 50 mM se acumula principalmente en los 

protoplastos flexores si bien falta clarificar la importancia fisiológica de esta distribución. 

En A. julibrissin, la sacarosa es necesaria para mantener el movimiento rítmico en la 

oscuridad y una irradiación FR aplicada diariamente en presencia de sacarosa inhibe el 

movimiento foliar evitando la abertura (Satter y col., 1976). Así, el efecto de FR 

inhibiendo la incorporación de sacarosa-3H 50 mM en las células extensoras podría 

explicar la inhibición de la abertura rítmica en la oscuridad, ya sea porque la sacarosa-3H 

50 mM cubre las demandas de energía (revisado por Satter y Galston, 1981) y/o porque 

actúa como señal (Smeekens, 2000; Knight y col., 2008; Dalchau y col., 2011). 

 

 

5.5.- El Ca2+  como segundo mensajero de fitocromo(s) en el cierre nictinástico foliar 

de Robinia pseudoacacia. 

 

5.5.1.- Distribución de precipitados de Ca2+ en los pulvínulos. 
 

En trabajos previos - mediante distintas metodologías (espectrometría de absorción 

atómica, colorantes específicos y microanálisis de Rayos X-microscopía electrónica entre 

otras) - se demostró la presencia de calcio en: a) las regiones ventrales y dorsales de los 
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pulvínulos terciarios de A. julibrissin (Satter y col., 1970b; Satter y Galston, 1971) y los 

primarios de M. pudica (Roblin y Fleurat-Lessard, 1983), b) en las paredes y protoplastos 

extensores y flexores de los pulvínulos secundarios de R. pseudocacia (Moysset y col., 

1991b) y de S. saman (Satter y col., 1974, 1982) y, c) en las vacuolas de taninos de las 

células motoras de los pulvínulos secundarios de R. pseudoacacia (Moysset y col., 

1991b) y los primarios de M. pudica (Toriyama y Jaffe, 1972; Campbell y col., 1979). En 

este contexto, los resultados de este trabajo concuerdan con los anteriores y los amplían al 

poner de manifiesto la fracción de Ca2+ intercambiable (no el total) en todos los tejidos 

pulvinulares, desde la epidermis a los tejidos vasculares y en distintos compartimentos 

celulares aspecto, sin lugar a dudas, de gran interés fisiológico y no considerado hasta 

ahora. 

 

La distribución de Ca2+ intercambiable en todos los tejidos pulvinulares de R. 

pseudoacacia y su localización subcelular en el citosol, las vacuolas, los plastos, el núcleo 

y los espacios intercelulares de todas las células concuerda con lo observado en otros 

órganos como hipocotilos de V. radiata (Liberman y col., 1999), raíces de P. sativum 

(Belyavskaya, 2001) y Z. mays (Sakai-Wada y Yagi, 1993), hojas de C. roseus (Musetti y 

Favali, 2003), tallos de C. morifolium (Zang y col., 2011), frutos de Solanum 

lycopersicum (Suzuki y col., 2003; Tonetto de Freitas y col., 2011) y coleoptilos de A. 

sativa (Tretyn y col., 1992). 

 

La presencia de Ca2+ en el núcleo de las células pulvinulares de R. pseudoacacia 

no resulta sorprendente dada la importancia de este catión en la regulación del ciclo 

celular (Dudits y col., 2011) y de la transcripción génica (Galon y col., 2010), aspectos de 

sumo interés que no son objeto de este trabajo ni de trabajos previos focalizados en la 

distribución de iones osmóticamente activos (Satter y col., 1970b; Toriyama y Jaffe, 

1972; Campbell y col., 1979; Satter y col., 1982; Roblin y Fleurat-Lessard, 1983). 

 

Una característica de las células motoras de los pulvínulos es la presencia de 

vacuolas de taninos (Toriyama, H., 1973; Moysset y Simón, 1991a). En los pulvínulos 

primarios de M. pudica estas vacuolas contienen Ca2+ y K+  que participan activamente en 

los movimientos seismonásticos. En concreto, el Ca2+ se desplaza de estas vacuolas al 
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citosol durante la curvatura pulvinular y se reincorpora a las vacuolas cuando el pulvínulo 

recupera la posición original (Toriyama y Jaffe, 1972; Campbell y col., 1979; Yao y col., 

2008). En R. pseudoacacia, las vacuolas de taninos también contienen Ca2+ y K+ 

(Moysset y Simón, 1991a) aunque no hay datos de su posible redistribución durante los 

movimientos foliares. A priori, los resultados del trabajo actual discrepan de los 

anteriores. Sin embargo, esta contradicción puede justificarse por diferencias 

metodológicas dado que: a) Moysset y Simón (1991a) determinaron la composición 

elemental de las vacuolas de taninos y, b) en este trabajo se valora solo la fracción de 

Ca2+  intercambiable. Así pues, los resultados indicarían que el Ca2+ de las vacuolas de 

taninos no es intercambiable y, por extensión, que no participaría en el cierre nictinástico. 

Alternativamente no puede excluirse que este catión se encuentre a una concentración 

indetectable mediante la metodología usada. 

 

En la mayoría de trabajos en los que se investiga la distribución de Ca2+ mediante 

precipitación con piroantimoniato se detectan precipitados en las paredes celulares si bien 

su abundancia varía mucho según el material. Excepcionalmente faltan en las paredes de 

las células del pericarpio de frutos de S. lycopersicum (Suzuki y col., 2003; Tonetto de 

Freitas y col., 2011) y de zigotos de O. sativa a las 6 horas de la polinización (Zhao y col., 

2002) así como en las paredes secundarias de los vasos xilemáticos de Betula papyrifera, 

Populus balsamifera, Prunus virginiana y Amelanchier alnifolia (Plavcova y Hacke, 

2011). No obstante, los ensayos de microanálisis demuestran que este elemento se 

encuentra en las paredes de las células motoras (Figs. 3.9d y 3.10b) en concordancia con 

resultados previos en el mismo material (Moysset y col., 1991b) y en los órganos motores 

de S. saman (Satter y col., 1982) y de A. julibrissin (Satter y col., 1970b). Está 

demostrado que el pool apoplástico de Ca2+ es dinámico (Lenartowska y col., 2011) y en 

respuesta a estímulos bióticos y abióticos este Ca2+ puede desplazarse al citosol donde 

actúa como segundo mensajero iniciando respuestas celulares específicas (revisado por 

Hepler y Winship, 2010). Ensayos farmacológicos avalan la intervención del Ca2+ 

extracelular en los movimientos foliares (McEvoy y Koukkari, 1972; Roblin y Fleurat-

Lessard, 1984b; Mayer y col., 1985b; Moysset y Simón, 1990; Moysset y col., 1994a; 

Gómez y Simón, 1995). 
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5.5.2.- El Ca 2+ como señal osmorreguladora. 

 

En nuestras condiciones experimentales - considerando la abundancia y superficie de los 

precipitados - un pulso de luz R genera una distribución asimétrica de Ca2+ citosólico 

intercambiable, siendo más abundante en las células extensoras que en las flexoras (Tabla 

4.9). Este aumento de Ca2+ es transitorio, pues es evidente al finalizar la irradiación R e 

indetectable a los 30 min de oscuridad. Además, se produce en las células extensoras que 

disminuyen de turgencia durante el cierre nistinástico y precede a este movimiento. En 

comparación, una irradiación FR no genera apreciables diferencias en la distribución de 

Ca2+ citosólico intercambiable entre las células extensoras y flexoras pero la abundancia y 

superficie de los precipitados también disminuye a los 30 min de oscuridad. En 

pulvínulos de P. vulgaris el movimiento y distribución de 45Ca entre las zonas extensoras 

y flexoras es opuesto al de compuestos osmóticamente activos (K+) durante el 

movimiento foliar en ciclos 12 h luz / 12 h oscuridad (Raeini-Sarjaz, 2011). 

 

En los pulvínulos de R. pseudoacacia, la distribución intracelular del phyA no 

difiere entre las zonas extensoras y flexoras independientemente de una aplicación de luz 

R o FR (Moysset y col., 2001a). Por tanto, la distribución asimétrica de Ca2+ citosólico 

intercambiable inducida por una irradiación R entre las células flexoras y extensoras 

presumiblemente no se debe a una distribución asimétrica de phy(s) sino a una asimetría 

morfológica y fisiológica existente entre ellas (revisado por Satter y Galston, 1981). Así, 

durante el movimiento foliar - ya sea rítmico o desencadenado por transiciones luz-

oscuridad - experimentan cambios opuestos en cuanto a turgencia, acidificación del 

medio, actividad de ATPasas-H+ y de canales iónicos, entre otros (revisado por Satter y 

Gaslton, 1981; Lee y Satter, 1989; Lowen y Satter, 1989; Kim y col, 1993). En este 

contexto, cabe suponer que los cambios desencadenados por una irradiación R o FR sean 

opuestos y varíen según el momento del ritmo. 

 

No hay datos relacionando directamente Pfr - Ca2+ citosólico - turgencia celular en 

los órganos motores. No obstante, ensayos previos de tipo farmacológico en A. lophanta, 

R. pseudoacacia y otras especies, apoyan indirectamente la intervención del Ca2+ como 

segundo mensajero de los phys en el cierre nictinástico foliar y en los cambios de fase 
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inducidos durante el movimiento rítmico en la oscuridad (McEvoy y Koukkari, 1972; 

Roblin y Fleurat-Lessard, 1984b; Mayer y col., 1985b; Moysset y Simón, 1990; Moysset 

y col., 1994a; Gómez y Simón, 1995). 

 

 En otros sistemas experimentales, la luz R altera el volumen celular y/o modifica 

transitoriamente la [Ca2+]c si bien la cinética y magnitud de los cambios varía 

considerablemente según el material. En A. thaliana, R aplicada de forma continua 

aumenta gradualmente (al menos durante 1,5 horas) la turgencia de los protoplastos de 

hipocotilos (Wang y Iino, 1998) y R aplicada en forma de un pulso disminuye el volumen 

celular e induce la liberación de Ca2+ de reservorios intracelulares (Molchan y col., 2001). 

En cambio, un pulso de luz R aumenta el volumen de protoplastos aislados de hojas de 

cereales etiolados (Kim y col., 1986; Bossen y col., 1988; Zhou y col., 1990) y de 

hipocotilos de P. radiatus (Long y col., 1995). En Triticum aestivum el aumento de 

volumen va precedido por un incremento transitorio de [Ca2+]c que se produce durante o 

al final de la irradiación R (2 min) y luego disminuye rápidamente (en 1 min) a su nivel 

basal. Los efectos de R sobre el cambio de volumen y la concentración de Ca 2+ son 

revertidos por una irradiación FR (Bossen y col., 1988; Shacklock y col., 1992). En este 

marco, los resultados obtenidos en los pulvínulos de R. pseudoacacia, en cuanto a cambio 

transitorio de [Ca2+]c intercambiable y anterior al movimiento foliar, concordarían con los 

anteriores y pueden interpretarse a favor del papel del Ca2+ como segundo mensajero de 

phy(s). La importancia del Ca2+ citosólico como segundo mensajero de los phys se ha 

demostrado en Mougeotia (Serlin y Roux, 1984), Onoclea (Wayne y Hepler, 1985) y en 

mutantes de S. lycopersicum deficientes en phyA (Bowler y col., 1994b). 

 

En los pulvínulos de P. coccineus, el Ca2+ es clave regulando la turgencia de los 

protoplastos extensores. Mayer y col (1997) sugieren que la liberación de Ca2+ de 

reservorios internos inducida por IP3 es crucial en la disminución de turgencia inducida 

por la transición luz-oscuridad al final del día. En cambio, el aumento de turgencia 

provocado por la transición oscuridad-luz requiere Ca2+ extracelular. En nuestras 

condiciones experimentales es imposible discernir si el aumento de [Ca2+]c intercambiable 

se produce por: a) entrada de Ca2+ apoplástico o, b) liberación de Ca2+ de reservorios 

internos. Los efectos de quelantes de Ca2+ y del La3+  (bloqueador de canales de Ca2+) así 
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como de agonistas y un antagonista intracelular del Ca2+ sobre el cierre nictinástico 

dependiente de phy(s) indican la participación tanto del Ca2+ apoplástico como del 

intracelular (McEvoy y Koukkari, 1972; Roblin y col., 1989; Moysset y Simón, 1989; 

1990; Moysset y col., 1994a). 

 

En un sistema similar, los estomas, el ácido abscísico provoca el cierre 

disminuyendo la turgencia de las células estomáticas de forma dependiente e 

independiente de Ca2+. En el primer caso, esta hormona aumenta la [Ca2+]c por entrada de 

Ca2+ extracelular y liberación de Ca2+ de reservorios internos a través de canales 

dependientes de IP3 y cADPR (Kim y col., 2010). En los órganos motores de S. saman, 

un pulso de luz R no altera los niveles de IP3 de los protoplastos flexores (Kim y col., 

1996) pero disminuye (55 %) transitoriamente (30 s) los niveles de IP3 de los protoplastos 

extensores. Esta disminución precede al cierre de canales KH que se produce cuando los 

niveles de IP3 aumentan al nivel basal (Kim y col., 1993, 1996). En este contexto, se ha 

sugerido que el IP3 movilizaría Ca2+ intracelular el cual inhibiría la entrada de K+, 

estimularía la salida de Cl- y disminuiría la turgencia celular (Kim y col., 1996). 

 

La intervención del Ca2+ apoplástico o extracelular está apoyada por ensayos 

electrofisiológicos que identificaron dos tipos de canales permeables a Ca2+ en el 

plasmalema de células motoras de pulvínulos de S. saman (Moran, 1990). Se trata de 

canales activados por despolarización exclusivos de las células extensoras y de canales 

selectivos de cationes activados por una fuerza mecánica que permanecen abiertos en las 

células turgentes. En otros sistemas experimentales, como células de Mougeotia (Dreyer 

y Weisenseel, 1979), protoplastos de hojas de maíz (Das y Sopory, 1985) y de A. sativa 

(Chae y col., 1990) e hipocotilos de Phaseolus radiatus (Long y col., 1998) los phys 

controlan flujos de Ca2+ a través del plasmalema. 

 

Por otra parte, la adición de Ca2+ 1-10 mM, en determinados momentos del 

movimiento rítmico en oscuridad, despolariza el plasmalema de las células motoras de los 

pulvínulos de S. saman (Racusen y Galston, 1977). En otros sistemas como coleoptilos de 

A. sativa (Newman y Briggs, 1972) y en el musgo P. patens (Ermolayeva y col., 1996, 

1997) la luz R provoca despolarización del plasmalema en presencia de Ca2+ extracelular. 
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En P. patens esta despolarización es transitoria, muy rápida (2-15 s) y coincide con una 

entrada de Ca2+ y una salida de aniones (Cl-). No hay datos de una respuesta similar en los 

órganos motores. 

 

En este contexto, el aumento de la [Ca2+]c intercambiable provocado por R en las 

células extensoras podría disminuir la turgencia celular regulando la actividad de canales 

iónicos, de acuerdo con el modelo propuesto en Characeae (Beilby y Coster, 1979), 

aunque sin excluir contribuciones adicionales como la inhibición de la actividad ATPasa-

H+ (Kinoshita y col., 1995). Así, R provocaría un incremento de [Ca2+]c de las células 

extensoras estimulando la entrada de Ca2+ extracelular (posiblemente a través de canales 

activados por fuerza mecánica que están abiertos en la células turgentes) y la liberación 

de Ca2+  de reservorios intracelulares. Esta elevación de Ca2+ provocaría despolarización y 

activaría canales de salida de aniones (Cl-). Esta salida de aniones provocaría 

despolarización que, a su vez, activaría a canales KD resultando así un flujo neto de 

solutos osmóticamente activos, pérdida de agua y de turgencia celular. A su vez, la 

despolarización también activaría la abertura de canales de entrada de Ca2+ dependientes 

de voltaje y aumentaría la [Ca2+]c que actuaría inhibiendo las ATPasas-H+ (Kinoshita y 

col., 1995) e inactivando canales KH en concordancia con lo observado en células 

estomáticas (revisado por Hubbard y col., 2012). En pulvínulos de S. saman, la oscuridad 

provoca el cierre de canales KH de protoplastos extensores (Kim y col., 1993). En el 

plasmalema de las células motoras de pulvínulos de S. saman, se han identificado canales 

de Cl- dependientes de Ca2+ que, activados en el momento apropiado del ciclo, por 

ejemplo, en el pico de máxima turgencia, proporcionarían la señal de despolarización que 

activaría los canales KD y, por tanto, salida de K+ y disminución de turgencia celular 

(Moran, 1990). En Mougeotia la luz R regula canales de K+ activados por Ca2+ (Lew y 

col., 1990). 

 

En la misma situación, cabe suponer que la menor [Ca2+]c intercambiable de las 

células flexoras -después de una irradiación R- permitiría la actividad de las ATPasas-H+ 

así como la abertura de canales KH.  En los pulvínulos de S. saman una irradiación R 

provoca hiperpolarización del plasmalema (Racusen y Satter, 1975) y acidificación 

transitoria del apoplasto flexor (Lee y Satter, 1989). También estimula la abertura de 
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canales KH de las células flexoras (Kim y col., 1993) cuya actividad está modulada por 

fosforilación e inhibida por acidificación (Yu y col., 2001, 2006). 

 

En nuestras condiciones experimentales, una irradiación FR actuó preferentemente 

en las células extensoras inhibiendo el incremento de [Ca2+]c intercambiable inducido por 

R. De este modo, FR atenuó (Tabla 4.8), prácticamente anuló (Fig. 4.28), las diferencias 

en contenido de Ca2+ intercambiable citosólico entre las células extensoras y flexoras 

observadas en el material irradiado con R. Este efecto de R y FR, más acusado en las 

células extensoras versus las flexoras, concuerda con resultados previos en R. 

pseudoacacia (Moysset y Simón, 1991a), A. julibrissin (Satter y col., 1970b) y S. saman 

(Morse y Satter, 1979) que asignan a las células extensoras un papel predominante (no 

exclusivo) en el movimiento foliar. 

 

En los ensayos realizados, FR se aplicó – a las 2 h del fotoperiodo – a pulvínulos 

en posición de abertura con las células extensoras turgentes y las flexoras más flácidas, 

características que explicarían la respuesta diferencial de estos dos tipos de células a un 

contenido similar de Ca2+ citosólico intercambiable. Así, puede especularse que tras una 

irradiación FR el contenido de Ca2+ intercambiable citosólico de las células extensoras 

mantendría o reduciría ligeramente la turgencia de estas células al mantener activas las 

ATPasas-H+ del plasmalema, abiertos los canales KH y cerrados los canales KD. En 

cambio, en las células flexoras FR anularía o reduciría parcialmente el aumento de 

turgencia desencadenado por la oscuridad anulando o reduciendo la actividad ATPasa-H+ 

así como la de los canales KH y KD. Resultados previos, en pulvínulos de S. saman, 

apoyan parcialmente esta interpretación puesto que R y oscuridad estimulan la actividad 

ATPasa-H+ (Racusen y Satter, 1975; Iglesias y Satter, 1983a y b; Lee y Satter, 1989), el 

cierre de canales KD (Suh y col., 2000) y la abertura de los canales KH de las células 

flexoras, siendo este último efecto revertido por FR (Kim y col., 1993). En P. patens, FR 

inhibe la actividad de canales KD (Spalding, 2000). En cambio, los canales KH de las 

células extensoras permanecen cerrados independientemente del estado de fotoequilibrio 

de phy(s) (Kim y col., 1993) y no hay datos de que FR anule el efecto de R sobre la 

actividad ATPasa-H+. 
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En conjunto, los resultados obtenidos muestran, por primera vez, que el efecto de 

la luz R estimulando el cierre nictinástico está asociado a un incremento de [Ca2+]c 

intercambiable en las células extensoras y pueden interpretarse a favor de la actuación de 

este catión como segundo mensajero de phy(s) posiblemente regulando la actividad de 

ATPasas-H+ y la de canales iónicos. Evidentemente, el sistema es muy complejo y serán 

necesarios más trabajos para clarificar el procesamiento de esta señal. 
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1.- La criofijación por proyección contra un bloque de cobre enfriado con helio líquido, 

criosustitución en acetona - glutaraldehido 3 % e inclusión en resina Spurr es 

adecuada para preservar la ultraestructura y localizar azúcares solubles por 

autorradiografía en las células motoras pulvinulares de R. pseudoacacia. 

 

2.- La fijación con piroantimoniato potásico 4 % - glutaraldehido 2,5 % - paraformaldehido 

2 % - fenol 1 % es adecuada para la preservación ultraestructural y la detección 

citoquímica de Ca2+ intercambiable en los pulvínulos secundarios de R. 

pseudoacacia. 

 

3.- La aplicación de fusicoccina, estimuladora de ATPasas-H+, inhibe el cierre nictinástico y, 

en general, induce la reabertura de los foliolos secundarios de A. lophantha, a las 2 h y a 

las 8 h del fotoperiodo y de forma independiente del estado de fotoequilibrio de los 

fitocromos. Ello indica la presencia de ATPasas-H+ en las células extensoras y el 

consiguiente aumento de turgencia de dichas células, provocando inhibición del cierre y 

estimulando la reabertura. 

 

4.- La sacarosa exógena estimula el cierre nictinástico dependiente de fitocromos de los 

foliolos secundarios de A. lophantha tanto a las 2 h como a las 8 h del fotoperiodo, 

probablemente suministrando aporte energético y/o actuando como señal. 

 

5.- La aplicación simultánea o secuencial de fusicoccina y sacarosa inhibe el efecto de la 

sacarosa sobre el cierre nictinástico de A. lophantha y potencia la acción de la 

fusicoccina inhibiendo el cierre y estimulando la reabertura. Ello sugiere que la 

fusicoccina al incrementar la actividad ATPasa-H+ estimularía indirectamente el 

cotransporte sacarosa-H+, dando un sistema de retroalimentación positivo. 

 

6.- Los azúcares-alcohol (sorbitol y manitol) incrementan el cierre nictinástico de los 

foliolos secundarios de A. lophantha, siendo dicho efecto más acusado en presencia 

de Pfr. La aplicación simultánea de estos azúcares-alcohol con fusicoccina potencia, 

al igual que la sacarosa, la acción de la fusicoccina. 
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7.- La sacarosa-3H 50 mM y el manitol-3H 50 mM, se incorporan a los pulvínulos 

secundarios durante el cierre nictinástico de los foliolos de R. pseudoacacia. La 

cantidad de sacarosa incorporada es prácticamente el doble que la de manitol y, en 

ambos casos, es independiente del estado de fotoequilibrio de los fitocromos. 

 

8.- Tanto la sacarosa-3H 50 mM como el manitol-3H 50 mM, incorporados vía vascular, se 

distribuyen por todos los tejidos pulvinulares de R. pseudoacacia desde el cilindro 

central hasta la epidermis. Se localizan preferentemente en las paredes celulares, el 

citoplasma y las vacuolas acuosas. 

 

9.- La distribución de sacarosa-3H 50 mM en los protoplastos extensores y flexores depende 

del estado de fotoequilibrio de los fitocromos. Después de una irradiación FR se reduce 

drásticamente la incorporación de sacarosa en los protoplastos extensores y aumenta 

ligeramente en los flexores internos. La incorporación de sacarosa en los protoplastos 

extensores y flexores difiere después de un tratamiento con luz R. 

 

10.- La distribución de manitol-3H 50 mM en los protoplastos extensores y flexores también 

depende del estado de fotoequilibrio de los fitocromos. No presenta diferencias después 

de un tratamiento con luz R y se acumula en los protoplastos flexores después de una 

irradiación con luz FR. 

 

11.- La sacarosa-3H 50 mM y el manitol-3H 50 mM probablemente no actúan como 

compuestos osmóticos, durante el cierre nictinástico de los pulvínulos secundarios de R. 

pseudoacacia, puesto que su incorporación en las células extensoras y flexoras no está 

relacionada con sus distintos estados de turgencia. 

 

12.- El Ca2+ intercambiable se detecta, en forma de precipitados de distinta forma y 

tamaño, en todos los tejidos pulvinulares de R. pseudoacacia. A nivel subcelular se 

localiza principalmente en el citosol, las vacuolas acuosas, los núcleos y los espacios 

intercelulares. 
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13.- Una irradiación con luz R provoca un acusado incremento de Ca2+ intercambiable en 

el citosol de las células extensoras de R. pseudoacacia durante el cierre nictinástico. 

Este aumento, determinado por la presencia de Pfr, es transitorio pues es indetectable 

a los 30 minutos de la irradiación. Una irradiación con luz FR evita la acumulación 

de Ca2+ intercambiable en el citosol dando lugar a valores muy similares en las 

células flexoras y extensoras. Esto indicaría que Pfr actúa modulando la 

concentración de Ca2+ citosólico intercambiable en las células extensoras 

pulvinulares. 
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