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En esta sección se muestran todas las abreviaturas y siglas que aparecen en este 

trabajo. Se ha empleado el Sistema Internacional de Unidades para los nombres y 

símbolos. Los compuestos químicos han sido denominados según el sistema de 

nomenclatura de la IUPAC.  

2,4-D Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

3-PGA Ácido 3-fosfoglicérico 

A Tasa fotosintética neta 

AAT Aspartato aminotransferasa 

ABA Ácido abscísico 

ACO  Aconitasa 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADNasa Desoxirribonucleasa 

ADNc ADN copia 

ADN-T ADN del plásmido Ti 

Ala Alanina 

ALAD Ácido 5-aminolevulinico dehidratasa 

ALMT Transportador de Malato activado por Aluminio 

AOX Oxidasa alternativa 

Arg Arginina 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNi ARN interferente 

ARNm ARN mensajero 

ARNr ARN ribosómico 

AS Acetosiringona  

Asp Aspartato 

ATP Adenosín trifosfato 

BAP 6-benzylaminopurina 

BSA Albúmina de suero bovino 

BTPC PEPC de tipo bacteriano 

C3 
Metabolismo vegetal cuyo primer producto fotosintético 

estable posee tres átomos de carbono 

C4 
Metabolismo vegetal cuyo primer producto fotosintético 

estable posee cuatro átomos de carbono 

CAM Metabolismo ácido de las crasuláceas 

CDPK Proteína quinasa dependiente de calcio 
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CDS Región codificante 

CS Citrato sintasa 

C-terminal Carboxilo terminal 

DMSP Dimetil sulfonio propionato 

DMSP Dimetil sulfonio propionato 

DREB Factores de transcripción relacionados con la deshidratación 

DTT Ditiotreitol 

EDTA Ácido etilendiaminotetracético 

EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria  

EGTA Ácido etilenglicoltetracético 

F0 Fluorescencia emitida en ausencia de luz fotosintética 

FAO 
Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y 

la Agricultura 

FPLC Fast protein liquid chromatography 

FRO Enzima quelato-férrico reductasa-oxidasa 

Fv/Fm Rendimiento cuántico máximo del PSII 

g Fuerza g 

G6P Glucosa 6-fosfato 

GDH Glutamato dehidrogenasa 

Gln Glutamina 

Glu Glutamato 

Gly Glicina 

GOGAT Glutamato sintasa  

GS Glutamina sintetasa 

gs Conductancia estomática 

HEPES Ácido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanosulfónico 

HMW Alto peso moelcular 

HSP Chaperonas moleculares 

IAA Ácido indolacético 

IBA Ácido indol-3-butírico 

IC50 
Concentración del inhibidor requerida para reducir al 50% la 

actividad de la enzima 

ICDH Isocitrato deshidrogenasa 

IM Medio de inoculación 

InsPs Inositol pirofosfato 

IRGA Analizador de gases por infrarrojo 
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IRO2 Factor de transcripción bHLH relacionado con hierro 

IRT Transportador regulado por hierro 

kDa Kilodalton 

KF Fluroruro de potasio 

Ki Constante de inhibición 

Km Constante de Michaelis-Menten 

LMW Bajo peso molecular 

LPR Ferroxidasa de raíz baja en fosfato 

Lys Lisina 

MATE Bomba de extrusión de compuestos tóxicos y multidrogas 

MDA Malondialdehído 

MDH Malato deshidrogenasa 

MES Ácido 2-etanosulfónico 

miRNAs microARNs 

MS Murashige and Skoog salts 

NAD(P)(H) Nicotina adenina dinucleótido (fosfato) (reducido) 

NAD-ME Enzima NAD-málico 

NADP-ME Enzima málico-NADP 

NO Óxido nítrico  

NOX Óxidos de nitrógeno 

NR Nitrato reductasa 

NRAMP Proteína Natural de Macrófagos Asociada a Resistencia 

N-terminal Extremo amino terminal 

OAA Oxalacetato 

OMS/WHO 
Organización Mundial de la Salud /World Health 

Organization 

p/v Relación peso/volumen 

p107 Polipéptido de PEPC de 107 kDa 

p110 Polipéptido de PEPC de 110 kDa 

PA Ácido fosfatídico 

PAR Radiación fotosintéticamente activa 

pb Pares de bases 

PBS Tampón fosfato salino 

PC Fitoquelatinas 

PCa Tratamiento con fosfato de calcio (Ca3(PO4)2) 
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PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PCV Violeta pirocatecol 

PDR2 Respuesta a deficiencia de fosfato 2 

PEP Fosfoenolpiruvato 

PEPC Fosfoenolpiruvato carboxilasa 

PEPCk Fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa 

PEPP Fosfoenolpiruvato fosfatasa  

PF Peso fresco 

PHR Factores de transcripción de respuesta a falta de fosfato 

PHT Transportadores de fosfato 

Pi Fósforo inorgánico 

PI-PLC Fosfolipasa C dependiente de fosfatidil inositol 

PKc Piruvato quinasa citosólica 

PLD Fosfolipasa D 

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PPC Isoforma/isogen de PEPC 

PPCK Isoforma/isogen de PEPCK 

PPDK Piruvato fosfato diquinasa  

PPi Pirofosfato 

PPi-PFK Fosfofructoquinasa dependiente de PPi 

PS Peso seco 

Ps Fosfato soluble  

PSI Fotosistema I 

PSII Fotosistema II 

PTM Modificación postraduccional 

PTPC PEPC de tipo planta 

PVPP Polivinilpirrolidona 

qPCR PCR cuantitativa o a tiempo real 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

Rubisco Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa 

RuBP Ribulosa-1,5-bisfosfato 

SAG Genes asociados a la Senescencia  

SDS Dodecilsulfato sódico 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 

SM Medio inducción de hojas 
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SOS Salt Overly Sensitive 

STOP1 Factor de transcripción de toxicidad de protones 1 

TBA Ácido tiobarbitúrico 

TBS Tampón tris salino 

TCA Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

TEMED N, N, N´, N´-tetrametiletilendiamina 

TGM Tampón tris glicina metanol 

TIR1 Receptor de auxinas Transportador Inhibidor de Respuesta 1 

TNB Ácido 5-tiobenzoico 

Transportador ABC Transportadores dependientes de ATP 

Tris 2-amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol 

U Unidad de actividad enzimática 

UA Unidades arbitrarias 

UHPLC Cromatógrafo líquido de ultra alta resolución  

UNEP Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente 

UV Ultra-violeta 

v/v Relación volumen/volumen 

Vmax Velocidad máxima de reacción enzimática 

WT Wild-type o silvestre 

WUE Eficiencia en el uso del agua 

YS1 Yellow Stripe 1 

Ψw Potencial hídrico 
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La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.1.31) es una enzima citosólica 

multifuncional que cataliza la β-carboxilación oxidativa del fosfoenolpiruvato (PEP) 

produciendo oxalacetato (OAA) y fósforo inorgánico (Pi). Es la responsable de la fijación 

inicial del CO2 en plantas con fotosíntesis de tipo C4 y en plantas CAM, además tiene 

importantes funciones no fotosintéticas. Al tratarse de una enzima con un papel central 

en el metabolismo, se encuentra altamente regulada. La PEPC es regulada mediante varias 

modificaciones postraduccionales (PTMs) que regulan tanto su estabilidad como su 

actividad de formas complejas. Una de las modificaciones más conocidas consiste en la 

fosforilación reversible de la PEPC. Ésta incrementa la actividad de la PEPC y es llevada 

a cabo por la PEPC-quinasa (PEPCk), una proteína quinasa perteneciente a la familia de 

las quinasas dependientes de calcio (superfamilia CDPK), pero cuya actividad es 

independiente de éste. A su vez, la expresión, la estabilidad y la actividad de la PEPCk 

puede ser modificada en diferentes condiciones fisiológicas.  

En sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), la especie utilizada en esta tesis, existen 6 

isoformas de la PEPC: SbPPC1, que codifica la PEPC C4; SbPPC2-5, que codifican las 

PEPC de tipo C3 y SbPPC6, que codifica la PEPC de tipo bacteriano. Además, en sorgo, 

la PEPCK constituye una familia génica formada por 3 genes: SbPPCK1, que codifica la 

isoforma fotosintética; SbPPCK2, presente en hojas y raíces e inducida por estrés y 

SbPPCK3, que codifica una isoforma poco caracterizada. Esta tesis doctoral está dividida 

en dos grandes bloques. Por un lado, el estudio del papel de una de las isoformas de la 

PEPC, SbPPC3, en distintas condiciones de estrés abiótico y, por otro lado, la 

caracterización inicial de plantas de sorgo con los genes SbPPCK silenciados mediante 

ARNi.  

Estudios previos desarrollados por nuestro grupo de investigación encontraron que la 

isoenzima SbPPC3 es importante en la respuesta frente a estreses abióticos como la sal o 

el exceso de amonio en raíces de sorgo. Para profundizar en el estudio del papel de 

SbPPC3, se obtuvieron líneas de sorgo con el gen SbPPC3 silenciado mediante ARNi. 

La caracterización de esas líneas puso de manifiesto que SbPPC3 no sólo es la isoforma 

de PEPC predominante en raíces y en la respuesta a estreses en este tejido, sino que 

también tiene importantes repercusiones sobre el desarrollo vegetativo de la planta, la 

formación y germinación de semillas y la apertura y el cierre estomático. Resultado de 

todas estas importantes funciones, se decidió continuar estudiando el papel de SbPPC3 

en otras situaciones de estrés abiótico: la toxicidad por metales (aluminio y cadmio) y la 

deficiencia de fósforo.  

La toxicidad por metales como el aluminio o el cadmio altera múltiples procesos 

fisiológicos de una planta, la fotosíntesis, la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), y la absorción de nutrientes, que pueden causar déficits nutricionales. Todo esto 

tiene como resultado la inhibición del crecimiento. En sorgo, hemos encontrado que estos 

metales reducen el crecimiento y aumentan el estrés oxidativo. Además, el cadmio altera 

la absorción de otros elementos y el aluminio incrementa el contenido de antocianinas. 
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Algunas de estas respuestas y cambios fueron mayores en las líneas silenciadas, indicando 

una mayor sensibilidad a estos estreses como consecuencia de la falta de PPC3.  

La PEPC tiene un papel importante en la respuesta a estrés por metales en sorgo. Estos 

estreses aumentan la expresión y la cantidad de PEPC presente en raíces. Este incremento 

en la actividad enzimática está asociada principalmente a la isoforma PPC3, ya que no se 

produce en las líneas silenciadas. Además, la carencia de esta enzima repercute en la 

secreción de ácidos orgánicos, que actúan como quelantes de los iones metálicos evitando 

la toxicidad para la planta. En el tratamiento con Al a corto plazo no se encontraron 

diferencias en la cantidad de citrato en los exudados radicales. Por el contrario, en los 

tratamientos a más largo plazo con Cd, se observó una notable disminución de la cantidad 

de citrato en los exudados de las líneas silenciadas. Estos resultados muestran que 

SbPPC3 tiene un papel importante en el mantenimiento de una síntesis prolongada de 

ácidos orgánicos, como el citrato, en la respuesta a la toxicidad por metales.  

El fósforo es uno de los nutrientes más importantes en plantas y su deficiencia en 

suelos suponen un problema agrícola a nivel global. El déficit de fósforo altera la 

fisiología y el metabolismo de la planta en múltiples niveles. Al igual que en la respuesta 

a los metales, uno de los papeles de la PEPC en deficiencia de fósforo está asociado al 

mantenimiento de la síntesis de ácidos orgánicos a largo plazo. Hemos encontramos que 

la falta de fósforo incrementa la actividad PEPC en raíces WT, pero no en las líneas 

silenciadas. El silenciamiento de PPC3 reduce la respuesta en la relación raíz/parte aérea 

respecto a la encontrada en la planta WT bajo deficiencia de fósforo. Además, en las 

plantas modificadas algunas de las respuestas a falta de fósforo se mantienen al ser 

tratadas con fosfato insoluble, mientras que en las plantas WT estas respuestas 

desaparecen. Este fue el caso de parámetros como el contenido de antocianinas y la 

fosforilación de la PEPC en hojas o la expresión del transportador de fosfato (SbPHT) en 

raíces. Además, cabe destacar que las líneas Ppc3 tienen una menor cantidad de fósforo 

en raíces que las plantas WT en el tratamiento con fosfato insoluble. Todo esto indica que 

el silenciamiento de SbPPC3 repercute sobre la capacidad de solubilización del fósforo, 

provocando que en las líneas modificadas se mantenga la respuesta a la deficiencia de 

fósforo en presencia de fosfato insoluble.  

Estos resultados muestran que la isoforma PPC3, además de ser la isoforma 

predominante en raíces, tiene un importante papel en las respuestas frente a estreses que 

se sensan y desencadenan respuestas en dicho tejido. Entre ellas, las que implican el 

mantenimiento de una alta síntesis de ácidos orgánicos de forma prolongada. Estos 

resultados, junto a las importantes funciones de esta isoforma en otros tejidos y contextos 

fisiológicos, la convierten en una posible diana de mejora vegetal en el futuro.  

En el segundo bloque de la tesis, se han obtenido plantas de sorgo con los genes 

SbPPCK1-3 silenciados mediante la técnica del ARNi. Con esto, se han logrado obtener 

líneas modificadas que mantenían menores niveles de fosforilación de la PEPC en hojas, 

incluso en condiciones que aumentan esta modificación postraduccional. El 

silenciamiento de SbPPCK1-3 afecta modestamente al crecimiento y desarrollo de las 
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plantas de sorgo. Los principales efectos se encontraron sobre el tiempo de floración y 

sobre la producción de las semillas, así como sobre la composición de las mismas, 

afectando a importantes parámetros de calidad nutricional. La caracterización inicial de 

estas plantas modificadas ha permitido encontrar posibles e interesantes líneas de 

investigación sobre los genes SbPPCK1-3. Entre todas, hay que destacar el estudio de las 

funciones de la PEPCk sobre la floración y la producción y la germinación de semillas, 

investigaciones futuras que podrían desarrollarse en distintas condiciones de estrés. 

También sería importante profundizar en la investigación de los efectos del 

silenciamiento de SbPPCK1-3 sobre la calidad nutricional de las semillas. Además, sería 

interesante estudiar los cambios metabólicos causado por este silenciamiento en distintos 

contextos fisiológicos. Todo ello, nos permitiría conocer en mayor medida la importancia 

de la fosforilación de la PEPC en distintos procesos y condiciones fisiológicas. 
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1. SORGO [Sorghum bicolor (L.) Moench] 

El sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] constituye el quinto cultivo de cereales más 

relevante del mundo, por detrás del maíz, el arroz, el trigo y la cebada. Esta especie de 

sorgo ha sido dividida en tres subespecies: El sorgo cultivado S. bicolor ssp. bicolor, el 

sorgo silvestre del que procede (S. bicolor ssp. verticilliflorum) y el sorgo híbrido estable 

entre ambos, conocido como S. bicolor ssp. drummondii, siendo los dos últimos 

considerados como malezas. La importancia de su cultivo radica en que proporciona una 

amplia gama de productos: alimentos, pienso, fibras, materias químicas, bioplásticos y  

biocombustibles (Kresovich et al., 2005; Taylor et al., 2006; Mace et al., 2013).  

La importancia del cultivo del sorgo se encuentra también en su resistencia a la sequía. 

Esta resistencia viene dada por características morfológicas y fisiológicas. En este 

sentido, el sorgo presenta un sistema de raíces cuya profundidad varía en función del agua 

recibida, es capaz de mantener la actividad fotosintética pese al cierre estomático gracias 

al mecanismo de concentración de CO2 del metabolismo C4, la senescencia de las hojas, 

y una gran capacidad de ajuste osmótico. Además, tiene altos niveles de cera epicuticular 

en la superficie, que refleja la radiación visible e infrarroja cercana, reduciendo la 

evaporación de agua a través de la cutícula. Estas características hacen que el sorgo tenga 

una mayor eficiencia en el uso del agua que el maíz (Tari et al., 2013; Jedmowski et al., 

2014; Akinseye et al., 2017; Harris-Shultz et al., 2019). También al presentar una 

fotosíntesis de tipo de C4 conserva una elevada asimilación del carbono a altas 

temperaturas (Paterson, 2008). Estas características aumentan el interés por este cereal en 

un contexto de cambio climático, donde las temperaturas se elevan y la disponibilidad de 

agua se ve fuertemente mermada.  

Todas estas características hacen que el sorgo presente un gran potencial en áreas 

semiáridas como alimento (FAO, 1995), siendo un alimento básico para 

aproximadamente 500 millones de personas en más de 30 países, especialmente en África 

y Asia (Dahlberg et al., 2011; Akinseye et al., 2017).  

En 2020, se cosecharon globalmente más de 58 millones de toneladas de sorgo en 

poco más de 40 millones de hectáreas cultivadas, siendo los principales países 

productores Estados Unidos (EE. UU), Nigeria, Etiopia, India y México. En EE. UU se 

produjeron más de 9 millones de toneladas en aproximadamente 2 millones de hectáreas, 

lo que supuso un rendimiento promedio de algo más de 4,5 toneladas por hectárea (FAO, 

2020). En este país entre el 15 y 20% de la producción se emplea para la fabricación de 

etanol y sus derivados, siendo la obtención este producto el nicho de mercado que más 

rápido ha crecido dentro de la industria del sorgo (Dahlberg et al., 2011).  

En España el cultivo de sorgo empezó en la Alta Edad Media, siendo anterior al del 

maíz, procedente de América. Aquí, el sorgo es empleado principalmente para alimento 

del ganado, siendo el cuarto grano de cereal empleado en la fabricación de piensos, 

llegando a utilizar unas 200.000-300.000 Tm, en su mayoría procedente de EE. UU y 

Argentina. Las regiones donde más sorgo se cultiva dentro de España son Andalucía 

occidental y el sur de los Pirineos (García-Atance, 1982; De Morais et al., 2017).  
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Además de las características previamente mencionadas, el sorgo también presenta 

un grado de tolerancia intermedio frente al estrés salino, aunque se ha encontrado una 

gran variación genotípica en la tolerancia a la salinidad (Reddy, 2019), llegando a tolerar 

200 mM de NaCl durante 4 días antes de manifestar síntomas de estrés (Tari et al., 2013). 

También se ha encontrado una alta capacidad de respuestas a otros estreses abióticos. En 

dos cultivares de sorgo se descubrió el locus principal de tolerancia a aluminio (Altsb), 

asociado a la exudación de citrato, posteriormente se encontró un gen codificante de un 

miembro de la familia de extrusión de compuestos tóxicos y multidroga (MATE), un 

transportador de citrato activado por aluminio responsable de la tolerancia a aluminio en 

sorgo (Magalhaes et al., 2004, 2007). En Colombia, se analizaron 6000 genotipos de 

sorgo encontrando que un 8% toleraba el 65% de saturación de Al3+ (Reddy, 2019). Estos 

transportadores también podrían intervenir en la respuesta frente a la toxicidad por 

cadmio (Bali et al., 2020) y al déficit de fósforo en sorgo (López-Arredondo et al., 2014; 

Chen y Liao, 2016).  

Junto a todas estas características agronómicas y de tolerancia a distintos estreses 

abióticos cabe destacar que presenta un genoma pequeño (730 millones de pares de bases) 

lo que lo ha convertido en una planta modelo para el estudio de la estructura, función y 

evolución de los cereales (Paterson, 2008). Todo esto ha propiciado que se investiguen y 

desarrollen variedades de sorgo con mejores capacidades frente a condiciones adversas y 

con mayor rendimiento agronómico. La mayoría de estas, han sido conseguidas mediante 

las técnicas de transformación convencionales de cruzamiento y selección.  Sin embargo, 

en los últimos años los avances en genética molecular y genómica han permitido la 

obtención de plantas de sorgo modificadas genéticamente (Gurel et al., 2009; Grootboom 

et al., 2010). La primera de estas, se obtuvieron en 1993, mediante bombardeo con 

microproyectiles a embriones inmaduros de sorgo (Casas et al., 1993), desde entonces se 

han logrado grandes avances técnicos pese a las dificultades que tiene el cultivo celular 

de sorgo (O’Kennedy et al., 2006), en cuya superación se continua investigando (Liu y 

Godwin, 2012; Do y Zhang, 2015). 

También se han utilizado otras técnicas de transformación como la electroporación, 

pero con esta no se ha logrado desarrollar plantas transgénicas, solo ensayos de expresión 

transitoria; o la transformación del polen, método que tiene una baja frecuencia de 

transformación (Do y Zhang, 2015).  La técnica que hasta hoy ha dado mejores resultados 

consiste en la transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens, llegando a 

obtener una eficiencia de transformación de embriones inmaduros del 33% (Wu et al., 

2014; Do et al., 2016). Sin embargo, aún hoy se sigue tratando de mejorar la eficiencia 

de transformación cambiando las condiciones, como la disminución de los efectos de los 

compuestos fenólicos mediante distintos tratamientos (Nguyen et al., 2007; Lu et al., 

2009; Do et al., 2018), pre-inducción de agrobacterium con acetosiringona, 

pretratamiento frío-calor (Verma et al., 2008; Gurel et al., 2009), etc. Pese a todos estos 

progresos, la obtención de sorgo transgénico sigue siendo recalcitrante y dependiente del 

genotipo (Kaeppler y Pedersen, 1997; Sato et al., 2004; Liu y Godwin, 2012; Ahmed et 

al., 2018).  
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2. ESTRÉS POR METALES: CADMIO Y ALUMINIO 

La contaminación de los suelos por metales se ha convertido en un problema global 

debido a su persistencia y a su no-biodegradabilidad, lo que conduce a su acumulación en 

suelos provocando severos daños en el medio ambiente y pudiendo afectar a la salud 

humana. Una parte considerable de esta contaminación se debe a actividades 

antropogénicas como el uso de pesticidas y fertilizantes, la manufactura química, el 

tratamiento inadecuado de residuos industriales, las deposiciones de emisiones 

atmosféricas… (Tang et al., 2019). Los gastos económicos asociados a esta 

contaminación se estiman que exceden 10 billones $ US por año (Kumar et al., 2019). 

Las plantas responden a la toxicidad por metales mediante una multitud de mecanismos, 

entre los que se encuentran la síntesis de ácidos orgánicos y otras sustancias (Clemens, 

2006), en lo que podría intervenir la actividad de la enzima PEPC. En este trabajo se 

investigan dos metales, cuya presencia y, por tanto, su toxicidad, se han visto 

incrementadas tanto por la actividad antropogénica y por factores naturales: el aluminio 

y el cadmio. En los apartados siguientes se desarrollan la presencia en suelos, la toxicidad, 

los mecanismos de tolerancia en plantas y los posibles efectos sobre la salud humana de 

estos dos metales.  

2.1. Aluminio 

El aluminio es un elemento químico perteneciente al grupo de los metales no 

ferromagnéticos (McLean, 1976). Es el metal mayoritario en la corteza terrestre (McLean, 

1976; Driscoll y Schecher, 1990; May y Nordstrom, 1991) y es, además, después del 

oxígeno (46,6 %) y el silíceo (27,7 %), el elemento químico más abundante en la misma, 

representando entorno al 8,1 % (Fig. 1) (Poschenrieder et al., 2008; Earle y Panchuk, 

2019). Pese a su abundancia es un elemento altamente insoluble y, en consecuencia, 

normalmente se encuentra poco disponible en los procesos biogeoquímicos (Driscoll y 

Schecher, 1990) y aunque puede encontrarse en la mayor parte de los organismos, en 

general, lo hace de forma inerte y a muy baja concentración, al no tener ninguna función 

fisiológica conocida (Exley, 2009). 

El aluminio en los suelos puede encontrarse en diferentes formas de manera natural, 

pero la forma mayoritaria es formando aluminosilicatos, siendo la forma mineral más 

Figura 1. Proporción media de los principales elementos químicos que componen la corteza terrestre. 

Oxigeno (O) 46,6 %; silíceo (Si) 27,7%; aluminio (Al) 8,1%; hierro (Fe) 5%; calcio (Ca) 3,6%; sodio (Na) 

2,8%; potasio (K) 2,6%; magnesio (Mg) 2,1%; otros 1,5% (Earle y Panchuk, 2019). 
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estable (May y Nordstrom, 1991). Procesos como la meteorización pueden provocar la 

liberación de las rocas del ion trivalente de aluminio (McLean, 1976). Sin embargo, la 

solubilidad del aluminio en suelos va a depender fundamentalmente del pH, siendo 

solubilizado en condiciones ácidas (Ma et al., 2000; 2001a), así la acidificación de los 

suelos constituye el principal problema frente a la toxicidad por aluminio en los cultivos. 

No obstante, también puede verse incrementada por actividades antropogénicas como la 

minería y los procesos de tratamiento de los minerales, el reciclaje de chatarra y la 

industria del metal (Igbokwe et al., 2020), donde supuso entre 2013 y 2014 el 60% del 

total de la producción global de metales no ferrosos (Milkereit et al., 2019), el refinado 

del petróleo, y la producción y utilización de productos que contienen aluminio (Igbokwe 

et al., 2020). Todo ello hacen del aluminio el segundo metal más empleado tras el acero 

(Cullen y Allwood, 2013), por lo que la actividad humana puede hacer pasar la 

concentración de aluminio en el aire de los 0,0005 μg/m3 en la Antártida a 1 μg/m3 en 

zonas industrializadas (WHO, 1998), produciendo contaminación por deposición 

atmosférica. 

En los ecosistemas, el aluminio en forma soluble interviene en múltiples procesos: 

actúa como tampón de pH en aguas ácidas; afecta a la disponibilidad de otros elementos 

como el fósforo, el carbono orgánico y otros metales; e influye en el grado de claridad de 

las aguas al intervenir en procesos de coagulación en aguas lénticas. Por lo que cambios 

en su disponibilidad afectan en gran medida a los ecosistemas, además es potencialmente 

tóxico para los organismos (Driscoll y Schecher, 1990). 

La toxicidad del aluminio aparece cuando éste es solubilizado, es decir cuando forma 

el catión trivalente  (Al3+), lo que sucede en suelos ácidos con un pH inferior a 5,5 

(Kochian et al., 2004). Este tipo de suelo constituye el 30% de los suelos del mundo y el 

40-50% de la superficie cultivable (von Uexküll y Mutert, 1995; Riaz et al., 2018). Esto 

supone 3.950 millones de hectáreas (Bian et al., 2013), encontrándose  aproximadamente 

el 60% en zonas tropicales y subtropicales (Fig. 2) (Kochian et al., 2015).  Por lo que 

estas regiones, en su mayoría países en vías de desarrollo, son las zonas más afectadas 

por la toxicidad por aluminio, donde solo es superado por la sequía en la limitación de la 

producción agrícola (Foy, 1988; Kochian et al., 2015).  

 En consecuencia, la acidificación de los suelos es la principal razón del aumento de 

los efectos tóxicos del aluminio sobre los cultivos. La solubilización del aluminio se 

vuelve exponencial cuando el pH del suelo es inferior a 6, lo que no aumenta el aluminio 

únicamente en el suelo, sino también en las aguas (Driscoll y Schecher, 1990). Por 

ejemplo, en aguas con un pH neutro la concentración de aluminio llega a 0,001-0,05 mg/l, 

mientras que en las aguas ligeramente ácidas pueden multiplicar su concentración de 

aluminio por 10 (0,5-1 mg/l)  y en aguas ácidas puede llegar a alcanzar 90 mg/l (WHO, 

1998).  
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La acidificación de los suelos puede ocurrir de forma natural, debido al arrastre por 

la lluvia de elementos que actúan como bases (calcio, magnesio, potasio, sodio…)  y por 

la descomposición de materia orgánica vegetal (Bian et al., 2013). No obstante, la 

actividad antropogénica puede acelerar el proceso de acidificación de forma significativa 

(FAO, 2016) debido a deposiciones atmosféricas ácidas (Reuss et al., 1987), como SO2 y 

NOX procedentes de la quema de combustibles fósiles (May y Nordstrom, 1991); a la 

utilización de fertilizantes de nitrógeno (Tian y Niu, 2015); al cambio climático (Reinds 

et al., 2009) y al cambio en el uso de suelos, mediante la deforestación y la posterior 

agricultura intensiva (Liu et al., 2019; Pinheiro Junior et al., 2019). 

2.1.1. Toxicidad por aluminio en plantas 

El aluminio biodisponible (Al3+) es un elemento con una gran reactividad, por lo que 

es altamente tóxico a concentraciones muy pequeñas (micromolar), convirtiéndose en el 

principal factor limitante de la producción agrícola en suelos ácidos (von Uexküll y 

Mutert, 1995; Barceló y Poschenrieder, 2002).  

El aluminio soluble es fitotóxico para la mayoría de las plantas y tiene efectos 

morfológicos y fisiológicos. El primer mecanismo de toxicidad por aluminio consiste en 

la unión del metal a las raíces, principal e inicialmente al ápice de éstas (Kochian et al., 

2004), concretamente queda unido a los residuos carboxilos, cargados negativamente, de 

la pectina y la hemicelulosa de la pared celular, haciéndola más rígida (Kochian et al., 

2005), como se ha demostrado en numerosas especies vegetales como arroz (Nagayama 

et al., 2019), maíz (Jones et al., 2006) o en pomelo chino (Yang et al., 2018). Esta unión 

ocurre rápidamente y, en tan solo unos minutos de exposición, el crecimiento de las raíces 

Figura 2. Distribución mundial de suelos clasificados según su pH. Se representan los suelos 

clasificados según su pH. Los suelos fuertemente ácidos están representados en rojo intenso mientras 

que los de carácter fuertemente básico se representan en azul intenso. Atlas of Biosphere, center for 

sustainability and the global environment, Nelson Institute, University of Wisconsin-Madison. IGBP-

DIS Global Soils Dataset (1998). 
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primarias y el desarrollo de raíces laterales son inhibidos. Esto se debe a que bloquea la 

expansión y la elongación celular, así como la división celular, al bloquear la mitosis (Foy 

et al., 1978; Kochian, 1995; Barceló y Poschenrieder, 2002; Kochian et al., 2004). 

En consecuencia, la toxicidad por aluminio provoca que el sistema radical se vea 

reducido y dañado, lo que limita la absorción de agua y de otros nutrientes minerales 

(Kochian et al., 2004, 2005). También causa deficiencias al reaccionar directamente con 

los fosfatos solubles transformándolos en formas relativamente insolubles y no 

disponibles para la planta (McLean, 1976; Kochian et al., 2004). Al mismo tiempo, 

compite por los sitios de unión de elementos como el potasio, el calcio, el manganeso, el 

cobre y el magnesio, reduciendo la absorción de estos elementos y, por tanto, afectando 

a la nutrición de la planta (Foy et al., 1978; Kochian et al., 2005; Riaz et al., 2018).  

En el interior de la planta el aluminio afecta a la membrana plasmática, al 

citoesqueleto, al núcleo, a los cloroplastos y a las mitocondrias (Fig. 3) (Kochian et al., 

2004).  En la membrana plasmática, el aluminio se une a los fosfolípidos, alterando la 

fluidez y el potencial de membrana, afectando como resultado, a la funcionalidad de la 

misma (Kochian et al., 2005; Poschenrieder et al., 2008). Además, puede provocar la 

despolarización del potencial de membrana afectando a la enzima H+-ATPasa y a la 

absorción de cationes (Silva, 2012).  También el aluminio induce daño oxidativo. En las 

membranas, provoca un aumento de la peroxidación lipídica, incrementando compuestos 

como el malondialdehído (MDA) (Giannakoula et al., 2008; Inostroza-Blancheteau et al., 

2012). Interactúa con los microtúbulos y los filamentos de actina, alterando toda la 

dinámica del citoesqueleto (Kochian et al., 2004; Poschenrieder et al., 2008) y 

provocando finalmente, como se mencionó antes, la inhibición del crecimiento de las 

raíces, al bloquear la división celular (Kochian et al., 2004, 2005). Puede unirse a los 

fosfatos del ADN, afectando a la composición de éste y a la estructura de la cromatina, 

incrementando su rigidez e interfiriendo con procesos esenciales como la replicación y la 

transcripción del ADN (Kochian, 1995; Ma, 2000; Kochian et al., 2005; Eekhout et al., 

2017). El aluminio llega a generar aberraciones y rupturas cromosómicas, como se ha 

demostrado en trigo (T. aestivum), en arroz (O. sativa) o en sorgo (S. bicolor), llegando, 

incluso, a provocar la formación de micronúcleos en haba (Vicia faba) (Kimatu et al., 

2011; Silva, 2012).  
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En las hojas, el aluminio inhibe la fotosíntesis, reduciendo el transporte de electrones 

a través del fotosistema II (PSII) (Kochian et al., 2005; Hasni et al., 2015). Además, se 

ha demostrado que reduce el contenido de pigmentos fotosintéticos en  Lemna minor (Su 

et al., 2019), en cítricos, soja (G. max), sorgo, arroz, trigo y en otras especies. Esta 

reducción en el contenido de clorofila se debe a la inhibición de la enzima ácido δ-

aminolevulinico dehidratasa, enzima que interviene en la formación de la clorofila y a la 

activación de la enzima clorofilasa. El aluminio reduce la asimilación de CO2, pero dicha 

disminución no se debe a una inhibición de las enzimas del ciclo de Calvin, sino a la 

inhibición de la actividad fotosintética (Chen et al., 2010a).  

El aluminio también afecta a los mecanismos de transducción de señales, 

especialmente, a los relacionados con el calcio (Ca2+), puesto que afecta a su homeostasis, 

alterando sus niveles en el citosol, además de  inhibir enzimas como la fosfolipasa C, que 

interviene en la señalización dependiente de Ca2+a través de la ruta del inositol fosfato 

(Kochian et al., 2004; Poschenrieder et al., 2008). Al mismo tiempo, y al igual que otros 

muchos tipos de estreses, el aluminio induce la síntesis de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) (Kochian et al., 2004, 2005), provocando disfunción mitocondrial (Kochian et al., 

2005; Eekhout et al., 2017) y peroxidación lipídica en las membranas (Silva, 2012). Esta 

se produce abundantemente en los cloroplastos debido a los efectos del aluminio en el 

transporte de electrones durante la fotosíntesis (Chen et al., 2010a) 

El aluminio tiene una alta fitotoxicidad al alterar diversas estructuras celulares y 

procesos fisiológicos en plantas. Esto convierte al aluminio en el principal agente 

limitante de la producción agrícola en suelos ácidos (Foy et al., 1978; Kochian et al., 

2005, 2015). Puede llegar a reducir el crecimiento de los cultivos en un 50% y provocar 

una reducción del rendimiento en grano, que en cebada puede alcanzar entre un 50 y 30 

% en cebada sensible y tolerante al aluminio, respectivamente (Abate et al., 2013). 

 

Figura 3. Principales dianas del aluminio en plantas. La forma fitotóxica del aluminio (Al3+), entra 

en la raíz y se une a sitios con cargas negativas (indicado con flechas rojas), interactuando con la 

membrana plasmática (PM), con las pectinas (en verde) de la pared celular. En el interior celular 

interactúa con los ácidos nucleicos, las mitocondrias y otras dianas (Eekhout et al., 2017).  
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2.1.2. Mecanismos de respuesta a la toxicidad por aluminio en plantas 

Existen diferentes grados de tolerancia a la toxicidad por aluminio, en función de la 

especie y de los cultivares empleados, al presentar diferentes estrategias para responder a 

la toxicidad por este metal. Estas respuestas pueden darse por mecanismos de exclusión, 

para evitar la entrada del aluminio en el ápice de la raíz y por tanto en la planta, o mediante 

mecanismos de tolerancia, que responden frente al aluminio en el interior celular 

mediante detoxificación y secuestro (Fig. 4) (Kochian et al., 2015).  

Mecanismos de exclusión 

El mecanismo de exclusión de aluminio más conocido es la exudación de ácidos 

orgánicos en la rizosfera (Fig. 4). Estos aniones de ácidos orgánicos actúan como 

quelantes de los iones de aluminio (Al3+), evitando la entrada en las raíces y la toxicidad 

por aluminio (Kochian et al., 2015). En diversos estudios se ha demostrado que existe una 

correlación entre la capacidad de secreción de ácidos orgánicos de una especie vegetal y 

su tolerancia al aluminio (Kochian et al., 2004, 2015). Estas variaciones entre especies 

dependen, principalmente, de tres factores (Kochian et al., 2005, 2015):  

1. El tipo de ácido orgánico secretado. 

2. La cantidad que es capaz de exudar, lo que depende a su vez, del número de 

transportadores de membrana, de la capacidad de aumentar la síntesis de ácidos 

orgánicos y de la habilidad para disponer de ligandos que permitan el transporte 

de los ácidos orgánicos. En este sentido, es importante destacar el papel de las 

enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) debido a que intervienen en 

la producción de ácidos orgánicos y de energía.  

3.  Del tiempo que tarda en inducirse la exudación de ácidos orgánicos tras la 

exposición a aluminio.  

Los principales ácidos orgánicos exudados son el málico, el cítrico y el oxálico. La 

liberación de malato predomina en trigo (T. aestivum) y en Arabidopsis thaliana (Ryan 

et al., 2009); la de citrato en sorgo (S. bicolor) (Ma, 2000; Kochian et al., 2004), maíz (Z. 

mays), cebada (H. vulgare), tora (Cassia tora) (Yang et al., 2001; Ryan et al., 2009; Xu 

et al., 2018b) o soja (G. max) (Wang et al., 2019a); y la de oxalato en trigo sarraceno (F. 

esculentum), en taro (C. esculenta) o en Melastoma (Poschenrieder et al., 2008; Ryan et 

al., 2009). 

Estos ácidos orgánicos son secretados por transportadores específicos, cuya existencia 

ha sido demostrada  en una gran cantidad de especies como en trigo, maíz (Kochian et 

al., 2015) sorgo o cebada (Nunes-Nesi et al., 2014).  Estos transportadores pertenecen a 

dos familias: la familia del transportador de malato activado por aluminio (ALMT), un 

canal aniónico, y la familia de extrusión de multi-drogas y compuestos tóxicos (MATE), 

un transportador anti-porte ácido orgánico/H+,  siendo responsables del eflujo de malato 

y citrato, respectivamente (Fig. 4) (Liu et al., 2012a; Kochian et al., 2015).  
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Además de exudar ácidos orgánicos, las plantas secretan otras sustancias como 

compuestos fenólicos, que también actúan como quelantes de los iones de aluminio, 

aunque tienen menos capacidad quelante que los ácidos orgánicos. En maíz se secreta 

catecol, catequina y quercetina bajo presencia de aluminio, árboles como Cinnamomum 

camphora y Eucalyptus camaldulensis sintetiza enoteína B, en otras especies con alta 

tolerancia a aluminio se ha detectado la acumulación del flavonoide proantocianidina 

(Kochian et al., 2015) y la planta de té sintetiza catequina (Poschenrieder et al., 2008). 

Mecanismos de tolerancia 

Los mecanismos de tolerancia confieren capacidad a la planta para responder al 

aluminio, una vez ha entrado en ésta, mediante el secuestro o la detoxificación del mismo 

(Fig. 4). 

Uno de los primeros mecanismos consiste en el secuestro o retención del aluminio en 

la pared celular, donde se puede localizar entre el 85 y el 90% del aluminio de las raíces 

(Kochian, 1995; Kochian et al., 2015).  Como se explicó antes, la unión se produce a los 

grupos hidroxilos de las pectinas y hemicelulosas.  Se ha demostrado que el contenido en 

pectina reduce la acumulación interna de aluminio y aumenta la tolerancia al mismo 

(Nagayama et al., 2019), además también se ha visto que en este mecanismo de tolerancia 

es importante el grado de metilación de las pectinas en lo que intervienen las enzimas 

pectina metilesterasas (Kochian et al., 2015).  

Otro de los mecanismos de tolerancia se basa en la movilización del aluminio 

mediante transportadores de la membrana plasmática y del tonoplasto. El aluminio se 

transporta al interior de las células de las raíces, mediante la Proteína Natural de 

Macrófagos Asociada a Resistencia (NRAMP), como se ha estudiado en arroz y sorgo  

(Kochian et al., 2015; Lu et al., 2017) y se secuestra en la vacuola, posiblemente mediante 

transportadores de tipo ABC. En otras especies vegetales se ha demostrado que el 

aluminio puede ser transportado a la parte aérea de la planta donde se acumula en la 

vacuola. En trigo sarraceno y hortensia se transporta y acumula en formas no tóxicas 

unido a oxalato y citrato, respectivamente (Kochian et al., 2015). También las 

antocianinas intervienen en la respuesta frente al estrés por metales actuando como 

antioxidantes y como agentes quelantes de iones metálicos, que posteriormente son 

secuestrados en la vacuola (Landi et al., 2015), en hortensias esta acumulación provoca, 

incluso, cambios en el color de los sépalos (Schreiber et al., 2010).  

Además, en maíz se ha comprobado que variedades con mayor tolerancia al aluminio 

presentan una mayor acumulación de prolina, interviniendo ésta en la osmorregulación y 

en la estabilización de las membranas, siendo ambas afectadas por la toxicidad por 

aluminio  (Giannakoula et al., 2008).  
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Figura 4.  Mecanismos generales de la resistencia a aluminio y su asociación con el metabolismo 

mitocondrial en células de raíces de Arabidopsis thaliana. Al interactúa con un receptor (R) en la 

membrana plasmática lo que activa una ruta de transducción de señales (flecha azul). Hay evidencias que 

sugieren que el factor de transcripción STOP1 (Sensible a toxicidad de protones 1) está implicado en la ruta 

de transducción de señales para Al. Posiblemente interviniendo en un mecanismo postraduccional, tal vez 

la fosforilación de proteínas, a través de quinasas activadas por  STOP1. Estudios han encontrado que 

STOP1 controla la expresión de genes implicados en la resistencia a aluminio como las proteínas de 

membrana: Transportador de Malato Activado por Aluminio (AtALMT1) y Extrusión de Compuestos 

Tóxicos y Mulidrogas (AtMATE). Estos genes intervienen en la secreción de ácidos orgánicos (AO) a la 

rizosfera, donde actúan como agentes quelantes de Al, formando compuestos no fitotóxicos. Otro gen 

controlo controlado por STOP1 es AtALS3 (Sensible a Aluminio 3), un transportador ABC, que se piensa 

distribuye Al por la planta alejándolo de los tejidos más sensibles. Los genes AtALS1, transportador 

localizado en el tonoplasto y AtSTAR1 (Sensible a la Rizotoxicidad Al 1), situado en la membrana 

plasmática, actúan independientemente de STOP1, no son inducidos por Al y su papel en la respuesta a Al 

no está claro. En Arabidopsis, ALS1 parece estar implicado en el transporte de Al quelado con OA al interior 

de la vacuola y el transportador del tonoplasto ALMT9 regula el contenido de OA en la misma. Cuando Al 

entra en la mitocondria interactúa con las proteínas Fe-S del complejo I y III, inhibiendo la cadena de 

transporte de electrones lo que resulta en la acumulación de electrones y una producción masiva de ROS en 

la mitocondria. Esto provoca la pérdida del potencial de transmembrana (MTP), lo que termina provocando 

la activación de la vía de tipo caspasa-3 que termina en la muerte celular programada. Bajo estrés por Al 

AOX1a (oxidasa alternativa) incrementa su expresión y, por tanto, tiene un papel protector frente a la 

toxicidad por aluminio. Abreviaturas: I, II, III y IV, complejos de cadena de transporte de electrones 

mitocondriales; Al, aluminio; ALMT, transportador de malato activado por aluminio; ALS3, sensible al 

aluminio 3; AOX, oxidasa alternativa; DTC, portador de dicarboxilato / tricarboxilato; e–, electrón; MATE, 

familia de extrusión de compuestos múltiples y tóxicos; OA, orgánico ácido; ROS, especies reactivas de 

oxígeno; R, receptor; STAR1, sensible a la rizotoxicidad Al 1; TCA, ciclo del ácido tricarboxílico. Los 

signos de interrogación (?) denotan rutas metabólicas desconocidas (Nunes-Nesi et al., 2014). 
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2.1.3. Efectos del aluminio en la salud humana  

El aluminio puede acabar en el cuerpo humano mediante diversas vías: por inhalación, 

por vía parenteral (diálisis, vacunas…) o por ingesta a través del agua, los medicamentos 

o la comida (Igbokwe et al., 2020). Productos derivados de cereales como harina, pan 

bollería, etc.  pueden contener entre 1 y 737 mg kg-1, aunque el 82% de las muestras tuvo 

una concentración por debajo de 10 mg kg-1 (Stahl et al., 2011).  Los alimentos que de 

forma natural poseen mayor contenido en aluminio son las patatas, las espinacas 

(Igbokwe et al., 2020) y el té (con una media de 40 mg kg-1) (Stahl et al., 2011).  Según 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) la ingesta de aluminio a través de la dieta 

(mg/día) oscila entre 1,9 y 13 mg/día en función del país: Australia (1,9-2,4), Finlandia 

(6,7), Alemania (8-11), Holanda (3,1), Suecia (13), Suiza (4,4), Reino Unido (3,9), EE. 

UU (7,1-8,2) (WHO, 1998).  

El aluminio puede acumularse en tejidos animales, generando daños por toxicidad. Se 

ha demostrado que este metal presenta toxicidad reproductiva, provoca lesiones 

pulmonares, malformaciones óseas, inmunotoxicidad, lesiones neurológicas que pueden 

derivar en la aparición de enfermedades como Alzheimer, enfermedades inflamatorias y 

además afecta a una gran cantidad de procesos fisiológicos. También se trata de un 

elemento genotóxico, teratogénico, mutagénico y carcinogénico, al favorecer la 

proliferación y dispersión de las células tumorales puesto que actúa como metal-

estrógeno (WHO, 1998; Exley y House, 2011; Igbokwe et al., 2020). Esto lo convierte en 

un elemento a tener en cuenta para la salud pública.  

2.2.  Cadmio 

El cadmio se encuentra en el suelo de forma natural (EFSA, 2012). En la corteza 

terrestre la concentración media de cadmio oscila entre 0,15 y 0,2 ppm (Fleischer et al., 

1974). No obstante, su concentración en suelos depende del tipo de roca existente en los 

mismos. El cadmio puede encontrarse en diferentes formas:  precipitado con  óxidos, 

hidróxidos y óxidos hidratos o con carbonatos, asociado a la fracción orgánica, unido a 

los cristales minerales o unido a grupos sulfuro (Adriano, 2001).  La concentración de 

cadmio puede incrementarse forma natural o por la actividad antropogénica (EFSA, 

2012). El origen natural está asociado al desgaste de las rocas y, principalmente, a las 

emisiones volcánicas, pudiendo alcanzar 15.000 – 88.000 toneladas por año (UNEP, 

2010; EFSA, 2012), mientras que el origen antropogénico de la contaminación por 

cadmio proviene de la producción industrial, consumo y utilización de productos que 

contienen cadmio, ganadería (11%), agricultura (34%) y tratamiento de aguas residuales 

(5%) (Fig. 5) (Adriano, 2001; Yuan et al., 2019).  
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La contaminación de los suelos está asociada al desgaste de las rocas minerales, pero 

también a las fuentes antropogénicas (Tabla 1), especialmente, a la aplicación de 

fertilizantes de fosfato, la minería extractiva o la utilización de los fangos resultantes del 

tratamiento de aguas residuales como fertilizantes (Davis, 1984; Adriano, 2001). Además, 

este metal pesado es también generado como un producto secundario de la industria del 

zinc, del cobre y de otros minerales (Adriano, 2001; Jackson y MacGillivray, 1995; 

Faroon et al., 2012). También es usado en otros productos: baterías níquel-cadmio (Ni-

Cd) (83%), pigmentos (8%), revestimientos y aleaciones (7%), estabilizadores de 

plásticos (1,2%), aleaciones no ferrosas, dispositivos fotovoltaicos y otros usos (0,8%) 

(Faroon et al., 2012). Aunque desde 1970 su utilización se encuentra en descenso en 

occidente, la comercialización de productos que contienen cadmio se incrementa, especial 

y mayoritariamente las baterías Ni-Cd (UNEP, 2010), y, en consecuencia, no se soluciona 

el problema de la contaminación por cadmio (Tabla 1).  

En Europa, el 72,6% de los suelos tienen concentraciones bajas de cadmio y solo el 

5,5% de las muestras tienen una concentración superior al valor recomendado. Las 

regiones con mayor cantidad de cadmio son Irlanda y Grecia. En España y Francia sólo 

en algunos suelos se encuentran concentraciones de cadmio por encima de los valores 

recomendados en la producción alimentaria (Su et al., 2014; Tóth et al., 2016a, 2016b) 

(Fig. 6). Sin embargo, los datos de la Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria 

(EFSA, 2012) indican que los ciudadanos europeos ingieren aproximadamente un 35% 

más de cadmio que el valor máximo recomendado (2,5 µg/kg de peso). Además, según 

estos mismos datos, este porcentaje puede incrementarse entre 135-208% en 

determinadas regiones. La mayor parte del cadmio ingerido se encuentra en granos y 

productos derivados (26,9%), vegetales (16%) y raíces y tubérculos con almidón (13,2%), 

aunque también pueden encontrarse en otros alimentos como el chocolate (4,3%) o 

moluscos (3,2%) (EFSA, 2012). 

 

Figura 5. Contribución relativa de las principales fuentes de cadmio a la contaminación de suelos 

agrícolas. El principal origen de la contaminación por cadmio se debe a la deposición de 

contaminaciones atmosféricas que contienen cadmio, la segunda fuente principal consiste en el uso de 

fertilizantes, fundamentalmente fertilizantes de fosfato, puesto que estos contienen cadmio.  Adaptado 

de Adriano, 1986. 
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Tabla 1. Emisiones antropogénicas de cadmio. (Sanitá di Toppi y Gabbrielli, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 103 toneladas año-1 

Atmósfera 

Producción energética 0,79 

Fundición y refinación  5,43 

Procesos de manufactura 0,6 

Incineración de residuos 0,75 

Total 7,57 

Suelos 

Residuos agrícolas y ganaderos 2,20 

Tala y deshechos de madera 1,10 

Basura urbana 4,20 

Aguas residuales y residuos orgánicos 0,18 

Residuos sólidos de la fabricación de metales 0,04 

Cenizas de carbón  7,20 

Fertilizantes y turba 0,20 

Productos manufacturados descartados 1,20 

Precipitados atmosféricos 5,30 

Total 21,62 

 

Total general 

 

29,19 

Figura 6.  Ratio de acumulación de cadmio. The European environment – state and outlook 2020. 

Knowledge for transition to a sustainable Europe. European Environment Agency, 2019 Luxembourg: 

Publications Office of the European Union, 2019.. (Agency, 2019) 
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2.2.1. Toxicidad por cadmio en plantas  

El cadmio es uno de los metales más tóxicos, convirtiéndose en un grave problema 

para la productividad de los cultivos. La disponibilidad del cadmio es alta, aunque 

depende de factores como el pH, el contenido de materia orgánica, el potencial redox, la 

temperatura o la concentración de otros elementos, por lo que tiene efectos tóxicos en 

plantas a muy baja concentración en el suelo (Sanità di Toppi y Gabbrielli, 1999; Adriano, 

2001). El cadmio es transportado fácilmente por la planta a través del xilema vía 

apoplástica o simplástica, unido a ligandos como ácidos orgánicos o fitoquelatinas (Sanità 

di Toppi y Gabbrielli, 1999; Haider et al., 2021). El cadmio afecta a múltiples procesos 

fisiológicos: el metabolismo del nitrógeno y de los carbohidratos, fotosíntesis, 

asimilación de sulfato, relación planta-agua, transporte y almacenamiento de nutrientes… 

lo que provoca pérdidas importantes en la producción de los cultivos (Haider et al., 2021).   

La tolerancia y los efectos de la toxicidad por cadmio varían en función de la especie 

y de la variedad de las plantas. En hojas afecta a la fotosíntesis. La acumulación de cadmio 

en hojas reduce la fotosíntesis neta e incrementa el nivel de CO2 interno. Esto podría estar 

asociado a la disminución en la fijación de CO2 llevada a cabo por la enzima Rubisco, 

como se ha demostrado en  Vigna radiata (Wahid et al., 2008), ya que es inhibida por 

cadmio. Además, el cadmio inhibe la apertura estomática (Fig. 7) (Sanità di Toppi y 

Gabbrielli, 1999; DalCorso et al., 2008).  

 

Además, el cadmio también afecta de forma directa a los fotosistemas, especialmente 

inhibe al fotosistema II, al interactuar con los sitios donante y aceptor del mismo 

(DalCorso et al., 2008; Ekmekçi et al., 2008; Haider et al., 2021). También reduce el 

contenido de clorofilas y carotenoides (Sanità di Toppi y Gabbrielli, 1999; DalCorso et 

al., 2008), al afectar a las enzimas ácido 5-aminolevulinico dehidratasa (ALAD) y 

clorofilasa, que intervienen en la síntesis y en la degradación de clorofilas, 

respectivamente (Wahid et al., 2008; Haider et al., 2021). También afecta a las reacciones 

Figura 7. Esquema del cierre estomático inducido por cadmio. El cadmio es capaz de mimetizarse 

con los iones de calcio, por lo que la entrada de iones de cadmio en la célula guarda provoca el cierre de 

los canales de entrada de potasio y la activación de los canales aniónicos de la membrana y de los canales 

de salida de potasio, induciendo, por tanto, el cierre del estoma (DalCorso et al., 2008).  
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de carboxilación que ocurren durante la fotosíntesis, alterando también otras actividades 

metabólicas del cloroplasto (Ekmekçi et al., 2008; Wahid et al., 2008; Haider et al., 2021). 

(Fig. 8A). 

También en hojas, el cadmio afecta severamente al metabolismo del azufre (Sanità di 

Toppi y Gabbrielli, 1999), ya que, además de inducir un aumento importante de 

compuestos con grupos tiol, disminuye la actividad de las enzimas ATP-sulfurilasa y O-

acetilserina sulfurilasa, enzimas involucradas en la ruta de la asimilación de sulfato (Fig. 

8B) (DalCorso et al., 2008; Ernst et al., 2008).  En raíces, el cadmio afecta al metabolismo 

del nitrógeno, disminuyendo la asimilación del nitrato al inhibir las enzimas nitrato y 

nitrito reductasa y del amonio al interferir con las enzimas del ciclo GS-GOGAT  (Fig. 

8C) (Boussama et al., 1999; Sanità di Toppi y Gabbrielli, 1999; Gouia et al., 2000, 2003; 

DalCorso et al., 2008; Haider et al., 2021).  

El cadmio también afecta al núcleo celular. Se une covalentemente a la guanina o 

adenina de los ácidos nucleicos y, además de inducir daño oxidativo como se ha descrito 

en tabaco, habas o soja, es capaz de inhibir a las enzimas que intervienen en la síntesis y 

en la reparación del ADN (Deckert, 2005) o a las ribonucleasas (Sanità di Toppi y 

Gabbrielli, 1999). El cadmio es capaz de sustituir  al zinc de los dedos de Zinc de factores 

de transcripción (Sanità di Toppi y Gabbrielli, 1999; Deckert, 2005). Por tanto, procesos 

tan básicos y esenciales como la replicación, la transcripción e incluso la reparación del 

ADN se ven perjudicados por la toxicidad por cadmio. Esto resulta finalmente, en la 

A B 

Figura 8. Esquema de los efectos del cadmio sobre las células de las hojas y raíces. El cadmio inhibe 

la fotosíntesis y la biosíntesis de clorofila (A) y el metabolismo del azufre (B). El cadmio disminuye la 

asimilación  nitrógeno en las raíces (C)  (DalCorso et al., 2008).  

C 

A B 

C 
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inducción de una alta tasa de mutación, como se ha investigado en Arabidopsis thaliana 

(DalCorso et al., 2008), provocando anomalías florales así como malformaciones en los 

embriones (Ernst et al., 2008). En diferentes especies de plantas, como el trigo y el 

guisante, la citotoxicidad por cadmio puede conllevar la formación de anomalías en los 

cromosomas e incluso la inhibición de la mitosis alterando el ciclo y la división celular 

(DalCorso et al., 2008).  

Además de al nitrógeno y al azufre, el cadmio afecta a la absorción de otros nutrientes, 

en una numerosa cantidad de especies vegetales, debido a que afecta a la permeabilidad 

de la membrana plasmática y a que compite por los mismos transportadores de membrana 

de otros elementos como potasio, calcio, magnesio, manganeso, cobre, cinc y níquel 

(Zhang et al., 2002; Wahid et al., 2008; Haider et al., 2021). También reduce la absorción 

de hierro al provocar una inhibición de la actividad de la enzima Fe(III) reductasa (Sanità 

di Toppi y Gabbrielli, 1999; Benavides et al., 2005; Haider et al., 2021) y al competir por 

su mismo transportador (IRT1) (Dubeaux et al., 2018; Cointry y Vert, 2019; Haider et al., 

2021; Hanikenne et al., 2021).  

El cadmio afecta a la funcionalidad de otras muchas enzimas provocando alteraciones 

en una gran diversidad de procesos celulares. Inhibe la fosforilación oxidativa y la 

actividad ATPasa en las mitocondrias; también inhibe a la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa, a la glutamato deshidrogenasa, a la enzima málico, isocitrato 

deshidrogenasa, Rubisco o anhidrasa carbónica, así como a enzimas antioxidantes como 

la superóxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, glutatión reductasa o 

dehidroascorbato reductasa; e incrementa la peroxidación lipídica (Sanitá di Toppi y 

Gabbrielli, 1999; DalCorso et al., 2008), aumentando, por ejemplo, la cantidad de 

malondialdehído (MDA), siendo un efecto común en una gran cantidad de especies 

distintas (El Rasafi et al., 2022).  

El resultado final de la toxicidad por cadmio es un menor crecimiento de las plantas 

y, por tanto, una menor producción, aunque sus efectos dependen de la especie vegetal y 

de su variedad. En trigo, el cadmio reduce la biomasa, y el peso y número de las semillas 

producidas (Zhang et al., 2002). En tabaco y Arabidopsis, reduce el crecimiento de raíces 

y la formación de raíces laterales, y aumenta la formación de pelos radicales, mientras 

que en tomate la parte área se afecta más que la raíz (DalCorso et al., 2008; Ernst et al., 

2008). Además, el cadmio también afecta a la germinación, al ser capaz de entrar en las 

células durante la emergencia de la radícula por los canales de calcio (Sanitá di Toppi y 

Gabbrielli, 1999; Haider et al., 2021). 

 

 

 

 

 



Introducción 

 

57 
 

2.2.2. Mecanismos de respuestas a la toxicidad por cadmio en plantas 

La tolerancia al cadmio está determinada por diversos procesos fisiológicos y 

moleculares, estos pueden clasificarse en: inmovilización, exclusión y 

compartimentalización (Fig. 9). 

Las primeras respuestas frente al cadmio tienen lugar en las raíces y se basan en 

impedir la entrada de éste en las células. En este sentido, la principal respuesta se centra, 

al igual que en el caso del aluminio, en la secreción de exudados como malato o citrato, 

a través de los transportadores específicos (MATE y ALMT), que actúan como quelantes 

del ion metálico. El cadmio también puede quedar inmovilizado a las pectinas y a grupos 

histidilos de la pared celular y a los carbohidratos extracelulares, lo que también evita su 

entrada (Fig. 10) (Sanità di Toppi y Gabbrielli, 1999; DalCorso et al., 2008; Haider et al., 

2021).  

Una vez el cadmio logra entrar en las células, se inducen múltiples respuestas entre 

ellas la quelación del mismo mediante distintas moléculas, principalmente, induce la 

síntesis de fitoquelatinas (PC), a las que se unirá, formando complejos de bajo peso 

molecular (LMW). Estos pueden ser expulsados de las células por transportadores 

específicos o pueden ser secuestrados en la vacuola por transportadores dependientes de 

ATP (transportadores ABC). Dentro de la vacuola se forman complejos de alto peso 

molecular (HMW), debido a la unión de PC con altos niveles de polimerización y que, 

además, presentan grupos de azufre-ácido lábil. Esto aumenta su capacidad y su eficiencia 

para unirse a cadmio y mantenerlo secuestrado. Sin embargo, las condiciones ácidas de 

la vacuola pueden desestabilizar la estructura liberando parte del cadmio. Este puede ser 

Figura 9. Esquema de las respuestas múltiples a estrés por cadmio en plantas. Modelo multicomponente 

propuesto que explica cómo las plantas podrían responder al estrés por cadmio de forma eficiente, regulando 

el grado de expresión de cada una de las respuestas (evitación, detoxificación o respuesta al daño  (Sanità di 

Toppi y Gabbrielli, 1999). 
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quelado también por aminoácidos o por ácidos orgánicos como citrato, oxalato o malato. 

Las apo-fitoquelatinas libres pueden ser degradadas por las hidrolasas de la vacuola o 

pueden ser devueltas al citosol donde siguen actuando en la detoxificación y 

compartimentalización del cadmio en la vacuola (Fig. 10) (Sanitá di Toppi y Gabbrielli, 

1999; DalCorso et al., 2008; Verbruggen et al., 2009; Das et al., 2016).  

Además, en diferentes especies vegetales (Solanum nigrum, Arachis hypogaea, 

Cucumis sativusse, Celtis australis o Phaseolus vulgaris) se ha encontrado que el cadmio 

induce la síntesis y la acumulación de prolina. Este osmolito sería importante frente al 

estrés abiótico al actuar en el ajuste del potencial osmótico, en la estabilización de la 

estructura de las membranas, así como en la reducción del daño oxidativo (El Rasafi et 

al., 2022).  

 

 

 

 

Figura 10. Esquema de los mecanismos involucrados en la quelación y compartimentalización de 

cadmio en la vacuola. Constituyentes de la pared celular pueden inmovilizar los iones de cadmio 

evitando la entrada en la célula. Cuando el cadmio entra en el citosol, induce la síntesis de fitoquelatinas 

y probablemente metalotioneínas. Las fitoquelatinas (PC) se unen al cadmio formando complejos de 

bajo peso molecular (LMW), que entran en la vacuola a través de un transportador dependiente de ATP 

(ABC) localizado en el tonoplasto. En la vacuola se forman los complejos de alto peso molecular 

(HMW). El medio ácido de la vacuola puede liberar el cadmio, este puede volverse a unir a PC o a 

ácidos orgánicos (Org.ac.). Arriba a la derecha, se observa el ciclo de eliminación de ROS inducidos 

por cadmio, que tiene lugar principalmente en el peroxisoma  (DalCorso et al., 2008).  
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2.2.3. Efectos del cadmio en la salud 

Respecto a la salud humana, el principal problema del cadmio es que se acumula en 

cantidades significativas en partes aprovechables de los cultivos (Verbruggen et al., 2009; 

Uraguchi y Fujiwara, 2013), entrando y acumulándose a lo largo de la cadena trófica 

(Sanitá di Toppi y Gabbrielli, 1999), lo que  puede convertirlo en un problema para la 

salud pública (Sasaki et al., 2019).  

Una vez ingerido, el cadmio se acumula en los riñones y el hígado (Faroon et al., 

2012), pudiendo causar una nefropatía (Sasaki et al., 2019). También afecta al estómago 

y exposiciones prolongadas generan fragilidad ósea (Faroon et al., 2012). En este sentido 

el primer caso conocido de intoxicación masiva por cadmio, provocó osteoporosis, 

osteomalacia, daño renal, enfisema, anemia, llegando a provocar fracturas óseas múltiples 

(Al-Ghafari et al., 2019). Esta enfermedad fue conocida como Itai-Itai (¡ay, ay!) y ocurrió 

en Toyama (Japón) a partir de mediados del siglo XX (Nishijo et al., 2017; Sasaki et al., 

2019), debido a los vertidos mineros que contaminaron  con cadmio los ríos que se usaban 

para regar los campos de arroz, en cuyos grano se bioacumuló (Sasaki et al., 2019). 

Además, el cadmio es teratogénico (Sanitá di Toppi y Gabbrielli, 1999) y carcinogénico 

(Faroon et al., 2012; Al-Ghafari et al., 2019).  

3. DÉFICIT DE FÓSFORO  

El fósforo es un nutriente necesario para todos los organismos. En plantas, es un 

macronutriente esencial para su crecimiento y desarrollo, convirtiéndose en uno de los 

tres fertilizantes (N, P y K) más limitantes en la producción agrícola (Vance et al., 2003; 

Hammond et al., 2004). El 70% de las tierras cultivables sufren deficiencia de fósforo y 

las plantas cultivadas solo usan aproximadamente entre 20-30% del fosfato aplicado, ya 

que es rápidamente inmovilizado en el suelo por su alta reactividad con cationes como 

calcio y magnesio en suelos calcáreos o aluminio y hierro en suelos ácidos. Esto conduce 

a un uso excesivo de fertilizantes lo que provoca problemas  como la eutrofización de las 

aguas (MacDonald et al., 2011; López-Arredondo et al., 2014; Daneshgar et al., 2018). 

En la agricultura se consume el 95% de toda la producción de fosfato, lo que supone 

alrededor de 148 millones de toneladas de roca fosfórica por año (FAO, 2007; Cordell et 

al., 2009; Daneshgar et al., 2018), unos 50 millones de toneladas de fertilizante de fosfato, 

estimándose un incremento anual de 20 millones de toneladas hasta 2030 (Cakmak, 2002; 

Vance et al., 2003; López-Arredondo et al., 2014).  

Las principales reservas de fosfato se localizan en las conocidas como rocas 

fosfóricas, rocas sedimentarias cuyo contenido en fosfato asciende a 2,7-3,7% de su peso. 

Las rocas fosfóricas se encuentran desigualmente distribuidas por el mundo, debido a las 

condiciones específicas  de su formación (Filippelli, 2011; Daneshgar et al., 2018), lo que 

las convierte en un recurso finito, insustituible y no renovable (Cordell et al., 2009). La 

principal reserva de roca fosfórica se localiza en el Sáhara Occidental albergando el 73 

% de las reservas del mundo (Fig. 11) (FAO, 2007; Cordell et al., 2009; Daneshgar et al., 

2018). Sin embargo, al ritmo actual se estima que las reservas podrían desaparecer en los 
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próximos 50-100 años (Hammond et al., 2004; Cordell et al., 2009; López-Arredondo et 

al., 2014). 

 

 

3.1. Respuestas al déficit de fósforo 

La disponibilidad de fósforo inorgánico (Pi) en el suelo es una limitación muy 

importante para la productividad de los cultivos, e incluso para los ecosistemas naturales, 

dada su escasez (Lynch y Brown, 2001).  Las plantas en deficiencia de P inducen un 

amplio rango de respuestas morfológicas, bioquímicas y moleculares encaminadas a 

mejorar la eficiencia en la captación y uso del Pi. El resultado final de este déficit es una 

reducción en la producción agrícola al afectar al crecimiento en biomasa de los cultivos, 

así como a su rendimiento en grano (Plénet et al., 2000; Vance et al., 2003; MacDonald 

et al., 2011).  

Los genes que responden frente al déficit de P pueden clasificarse en genes de 

respuesta temprana y genes de respuesta tardía. Los primeros responden rápidamente y 

no son específicos de la falta de P, mientras que los últimos son específicos de la respuesta 

al déficit de P prolongado y están relacionados con la mejora en la adquisición de P y el 

incremento en la eficiencia del uso de éste dentro de la planta, induciendo cambios 

morfológicos, fisiológicos y metabólicos (Fig. 12) (Vance et al., 2003; Hammond et al., 

2004).  

Figura 11. Distribución geográfica de las reservas mundiales de roca fosfórica. (Daneshgar et al., 

2018).   
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Para que estas respuestas puedan activarse las plantas suelen presentar dos 

mecanismos de detección de fosfato: uno para detectar el fósforo externo de carácter local 

y otro que detecta los niveles de fósforo interno, que es de carácter sistemático. Ambos 

han sido descritos en Arabidopsis (Fig. 13):  

El primer mecanismo está mediado por la interacción entre la respuesta a la 

deficiencia de fosfato (PDR2) y la ferroxidasa de raíz baja en fosfato 1 y 2 (LPR1 y 

LPR2), por lo que es dependiente de hierro. Esta respuesta conlleva la acumulación de 

Fe3+ y la formación de ROS en el apoplasto. Esta provoca la deposición de callosa en el 

meristemo apical de la raíz, bloqueando el crecimiento de la raíz primaria y favoreciendo 

el crecimiento de las raíces laterales. Además, la falta de P induce la expresión de los 

transportadores ALMT por la vía del factor de transcripción de toxicidad de protones 1 

(STOP1). ALMT interviene en la secreción y transporte interno de malato, este ácido 

orgánico interviene tanto en la detección de la cantidad de P externo como en la 

solubilización del mismo y en la acumulación de Fe3+ en el apoplasto al ser quelante de 

este ion (Fig. 13A) (López-Arredondo et al., 2014; Ham et al., 2018; Canarini et al., 2019; 

Crombez et al., 2019; Gonçalves et al., 2020).  

Por otra parte, el mecanismo sistémico de detección de P está regido por la síntesis de 

inositol pirofosfato (InsPs) llevada a cabo por las enzimas fosfato quinasas. En 

Arabidopsis, concretamente InsP8 se une al dominio SPX (SYG1, Pho81y XPR1) de 

AtSPX1 estabilizando la unión de éste a los factores de transcripción de respuesta a falta 

Figura 12. Esquema hipotético de la expresión de genes de respuesta al déficit de fósforo. Los 

genes han sido clasificados en genes de repuesta temprana y en genes que intervienen en procesos 

morfológicos, fisiológicos y metabólicos. Estos grupos de genes han sido clasificados arbitrariamente 

en una escala desde una deficiencia leve de P hasta una deficiencia extrema (Hammond et al., 2004). 
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de fosfato (PHR), regulándolos negativamente. Cuando los niveles de P disminuyen, 

también disminuye InsP, en consecuencia AtSPX1 libera a AtPHR1, lo que conlleva la 

activación de todos los genes inducidos por falta de P (Fig. 13B) (López-Arredondo et 

al., 2014; Ham et al., 2018; Wang y Liu, 2018; Crombez et al., 2019; Gonçalves et al., 

2020).  

Ambos mecanismos de detección y respuesta a la falta de fósforo son comunes en la 

mayoría de especies vegetales (Ham et al., 2018; Wang y Liu, 2018; Crombez et al., 2019; 

Gonçalves et al., 2020). 

 

3.1.1. Incremento en la adquisición de fósforo 

Cambios en la arquitectura radicular  

Cuando existe déficit de Pi en el suelo, las plantas maximizan el volumen de suelo 

explorado por las raíces para incrementar la eficiencia de adquisición. Morfológicamente, 

se reduce el crecimiento de la parte aérea de la planta, respecto a su raíz. Además, se 

producen importantes cambios en la arquitectura radicular, incrementando el crecimiento 

y la densidad de las raíces laterales (Lynch y Brown, 2001; Hammond et al., 2004; 

Crombez et al., 2019) y la formación de un mayor número y longitud de pelos radicales 

(Jungk, 2001; Hammond et al., 2004; Crombez et al., 2019). Además, se ha descrito que 

 
 

A Mecanismo local de detección de P en raíces B   Mecanismo sistémico de detección de P 

Figura 13. Esquema simplificado de los mecanismos de detección de P en Arabidopsis thaliana. A. 

Mecanismo de detección del P externo, disponible en la rizosfera (local). B. Mecanismo sistemático de 

detección de P interno. Las flechas hacia abajo (rojas) indican inactivación o disminución de la 

concentración y las flechas hacia arriba (verdes) representan activación o incremento de la concentración. 

Los signos de interrogación dentro de círculos azules indican procesos poco conocidos. PDR, respuesta al 

déficit de fosfato 2; LPR1/2, ferroxidasa de raíz baja en fosfato 1 y 2; STOP1, factor de transcripción de 

toxicidad de protones 1; ALMT, transportador de malato activado por aluminio; ROS, especies reactivas 

de oxígeno; InsP8, inositol pirofosfato 8; SPX, dominio SPX; PHR, factores de transcripción de respuesta 

a falta de fosfato (Gonçalves et al., 2020). 
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la falta de fosfato induce el crecimiento de las raíces adventicias en judías (P. vulgaris), 

guisantes (P. sativum) y soja (G. max) (Steffens y Rasmussen, 2016).  

Estos cambios en la arquitectura radicular son uno de los mecanismos principales para 

mejorar la absorción de P (Gonçalves et al., 2020). De hecho,  en condiciones de bajo P 

los pelos radicales constituyen casi el 70% del aérea total de la superficie radicular y 

pueden ser responsables del 90% del P adquirido por las plantas (López-Arredondo et al., 

2014). Sin embargo, implican costes metabólicos (Hetrick, 1991) y se encuentran 

controlados por los reguladores del crecimiento de plantas (PGRs) (Lynch y Brown, 

2001; López-Bucio et al., 2003; Vance et al., 2003), en particular, por hormonas como 

auxinas, etileno y citoquininas (Hammond et al., 2004). Las auxinas están implicadas en 

el desarrollo de las raíces laterales, el control de la densidad de los pelos radicales y la 

elongación de estos. En Arabidopsis, se encontró un aumento de los niveles de auxinas, 

así como un aumento de la expresión del receptor de auxinas respuesta 1 del inhibidor del 

transporte (TIR1), siendo este, diana de PHR1. Por otra parte, la reducción de los niveles 

de citoquinina en raíces bajo déficit de P podría estar relacionado con un menor 

crecimiento de estas (Bates y Lynch, 1996; Ma et al., 2001b; Casimiro et al., 2003; Casson 

y Lindsey, 2003; Hammond et al., 2004; Crombez et al., 2019).  

Incremento del transporte de P 

Al mismo tiempo, las plantas también responden frente al déficit de Pi incrementando 

la capacidad de transporte de Pi en las raíces, mediante la regulación transcripcional de 

los transportadores de fosfato (PHT). Estos se pueden clasificar en transportadores de 

baja afinidad, cuya expresión es constitutiva y que presentan una Km de 3-10 µM; y los 

transportadores de alta afinidad, inducidos por bajo P y cuya Km es de 50-300 µM 

(Raghothama y Karthikeyan, 2005).  

Los PHT se expresan sobre todo en los pelos radicales. En Arabidopsis se han descrito 

cuatro familias de PHT: PHT1, PHT2, PHT3 Y PHT4. También se han descrito PHT en 

varias especies económicamente importantes, como tomate (S. lycopersicum), patata (S. 

tuberosum), soja (G. max), arroz (O. sativa), cebada (H. vulgare) y maíz (Z. mays) 

(López-Arredondo et al., 2014). Hasta la fecha solo se ha encontrado respuesta frente a 

la falta de Pi en los miembros de la subfamilia PHT1 (Hammond et al., 2004; López-

Arredondo et al., 2014; Crombez et al., 2019). Dentro de esta subfamilia, se han 

encontrado 14 miembros en soja, cinco en carretón (Medicago truncatula), 13 en arroz, 

de los cuales cuatro se expresan bajo estrés por falta de P, cinco en  maíz (López-

Arredondo et al., 2014) y en sorgo sólo se han encontrado 3 PHT que se sobreexpresan 

bajo deficiencia de fósforo (Wang et al., 2019b). Por otra parte, las subfamilias PHT2, 

PHT3 y PHT4 se encuentran más relacionadas con la distribución de P dentro de los 

compartimentos subcelulares, localizándose en la membrana interna de los plastidios, la 

membrana interna de la mitocondria y el aparato de Golgi, respectivamente (López-

Arredondo et al., 2014).  
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Aumento de la solubilización de fósforo  

En el aumento de la solubilización del P de la rizosfera intervienen varias respuestas, 

como son la secreción de ácidos orgánicos, la secreción de fosfatasas o el bombeo de 

protones (Fig. 14). 

La producción y exudación de ácidos orgánicos es una respuesta común para 

aumentar la solubilización del P en suelos en una gran variedad de especies vegetales, 

como en colza (Brassica napus), arroz (O. sativa), alfalfa (Medicago sativa), garbanzo 

(Cicer arietinum), maíz (Z. mays), trigo (T. aestivum), soja (G. max), centeno (Secale 

cereale) o  sorgo (S. bicolor)  (López-Arredondo et al., 2014; Chen y Liao, 2016). Los 

principales ácidos orgánicos exudados son citrato y malato (Canarini et al., 2019) 

pudiendo llegar a concentraciones de milimolar en la rizosfera, aunque también el 

oxalacetato es secretado para solubilizar el P (López-Arredondo et al., 2014) (Fig. 14). 

Los ácidos orgánicos secretados permiten movilizar el P del suelo al separarlo de los 

cationes (Fe2/3+, Al3+, Ca2+) a los que se encuentra unido de forma natural (Hoffland et 

al., 1992; Neumann y Römheld, 1999; Ryan et al., 2001; Crombez et al., 2019). La 

importancia de estos ácidos orgánicos en la solubilización del P es tan importante que 

llega  a suponer el 20% del carbono total fijado durante la fotosíntesis (Vance et al., 2003; 

Lynch y Ho, 2005) y puede suponer un 30% del carbono procedente de la fijación no 

fotosintética en las raíces (Ryan et al., 2001). Esto implica cambios metabólicos en las 

enzimas del ciclo TCA, que aumentan su actividad como respuesta a la deficiencia de P, 

además de otras enzimas en las que se ha detectado aumento de expresión y/o actividad, 

tales como malato deshidrogenasa (MDH) o citrato sintasa (CS), implicadas en la síntesis 

de malato y citrato, respectivamente (Ryan et al., 2001; López-Arredondo et al., 2014). 

También la PEPC juega un papel relevante en la reposición de los esqueletos carbonados 

Figura 14. Procesos implicados en la solubilización de P en el suelo. Los ácidos orgánicos aumentan la 

concentración de P en la solución del suelo al solubilizar los minerales y liberar el P. Los exudados de las 

raíces también pueden afectar a la actividad de los microorganismos de la rizosfera, lo que influye en estos 

procesos. Los puntos de regulación de la exudación de aniones orgánicos están marcados por un asterisco 

(Ryan et al., 2001).  
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necesarios para la síntesis de estos ácidos (Fig. 15) (Hoffland et al., 1992; Ryan et al., 

2001; Hammond et al., 2004; Neumann y Römheld, 1999, 2012).  

El déficit de P también incrementa la expresión de transportadores que intervienen en 

la secreción de ácidos orgánicos: el transportador de malato activado por aluminio 

(ALMT1) y la bomba de extrusión de compuestos tóxicos y multidroga (MATE), que 

secretan malato y citrato, respectivamente (Fig. 15) (López-Arredondo et al., 2014; 

Crombez et al., 2019). Estos son inducidos independientemente de PHR1(Balzergue et 

al., 2017).  

 

Además, las plantas también secretan enzimas a la rizosfera para liberar el P de 

fuentes orgánicas (fitatos, 20-50%, ácidos nucleicos 10%, fosfolípidos 1-5% y otros 

organofosfatos 30-5%), las cuales suponen entre el 30 y 70% del P total del suelo 

(Hammond et al., 2004; López-Arredondo et al., 2014). El principal grupo de enzimas 

liberadas son las fosfatasas ácidas (APases), estas pueden hidrolizar P de un amplio rango 

de fosfomonoésteres y anhídridos, presentando un pH óptimo inferior a 7 (Wang y Liu, 

2018). La síntesis y secreción de fosfatasas se encuentran altamente regulada en múltiples 

niveles: a nivel transcripcional por PHR y a nivel postraduccional: en la traducción a 

proteína o regulando su estabilidad mediante modificaciones como la glicosilación, su 

secreción a la rizosfera regulada por etileno, así como su actividad en la superficie de las 

raíces, donde se encuentra regulado por el pH, por el nivel de P o por etileno al modular 

el pH de la superficie radical (Wang y Liu, 2018). La inducción de APasas ha sido descrita 

en muchas plantas:  Arabidopsis  (Lei et al., 2011), tomate (Goldstein et al., 1988), soja 

Figura 15. Enzimas del ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) y otras reacciones implicadas en el 

metabolismo de los ácidos orgánicos. Se muestran las isoformas mitocondriales y citoplasmáticas de las 

enzimas. Los círculos verdes indican los transportadores, el círculo rojo indica el transportador ALMT y el 

lila el transportador MATE. PEPC: fosfoenolpiruvato carboxilasa; PK: piruvato quinasa; PDH: piruvato 

deshidrogenasa; CS: citrato sintasa; AC: aconitasa; ICDH: isocitrato deshidrogenasa; OGDH: 2-

oxoglutarato deshidrogenasa; SAT: succinato tioquinasa; SDH: succinato deshidrogenasa; FUM: 

fumurasa; MDH: malato deshidrogenasa (Ryan et al., 2001).  
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(Zhang et al., 2014), arroz (Hur et al., 2007; Kumar et al., 2021), maíz (Gaume et al., 

2001; Yun y Kaeppler, 2001) o sorgo (Yadav y Tarafdar, 2001), siendo por tanto una 

respuesta común en la solubilización de P de fuentes orgánicas.  

Otro de los mecanismos involucrados en el incremento de la disponibilidad de P 

consiste en el bombeo de protones (H+) a la rizosfera mediante bombas H+-ATpasas, lo 

que acidifica la rizosfera, aumentando la solubilización del P. Por un lado al favorecer la 

formación del anión H2PO4
- (Neumann y Römheld, 2012) y por otro, incrementando la 

actividad de las APasas y favoreciendo la secreción de ácidos orgánicos como citrato 

mediante un antiporte con H+ (Wang y Liu, 2018; Canarini et al., 2019). Este mecanismo 

también ha sido descrito en numerosas especies vegetales, por ejemplo en altramuz blanco 

(Lupinus albus) (Yan et al., 2002), soja (G. max) (Shen et al., 2006) y arroz  (O. sativa) 

(Chang et al., 2009; Zhang et al., 2011).  

Dentro de los mecanismos que incrementan la adquisición de P por parte de las plantas 

se encuentran la formación de micorrizas, especialmente importantes son las micorrizas 

arbusculares, que pueden incrementar significativamente la cantidad total de P asimilado 

(López-Arredondo et al., 2014; Ham et al., 2018; Canarini et al., 2019; Crombez et al., 

2019). 

3.1.2. Mejora del uso interno del fósforo   

Las plantas, además de responder ante el déficit de P intentando incrementar la 

captación de éste, también responden metabólica y fisiológicamente para aclimatarse a la 

falta de P, incrementando la eficiencia en su uso por parte de la planta (López-Arredondo 

et al., 2014). En este proceso es necesario la detección del estado nutritivo en el que se 

encuentra la parte aérea y es dependiente de la fotosíntesis, del transporte y distribución 

de azúcares desde los tejidos fuentes a los tejidos sumideros, siendo estos azúcares 

fundamentales para que los genes inducidos por falta de P puedan alcanzar sus máximos 

niveles de expresión (Gonçalves et al., 2020). En este sentido también juegan un papel 

fundamental en la regulación de la respuesta sistémica los microARNs (miRNAs), entre 

ellos, el mejor caracterizado es miRNA399, regulado por los factores de transcripción 

PHR, por tanto, miRNA399 aumenta en falta de P. Entre otras funciones, media la 

degradación del ARNm de PHO2 (fosfato 2) (Bari et al., 2006; López-Arredondo et al., 

2014; Ham et al., 2018). A su vez, PHO2 es una enzima que regula la degradación de 

PHO1 (fosfato 1). Este es un transportador que permite el flujo de P desde el interior 

celular al xilema, por tanto, está implicado en el transporte de éste desde las raíces a las 

hojas. Además PHO2 también regula la degradación del transportador PHT1 (Liu et al., 

2012b; López-Arredondo et al., 2014; Wang et al., 2019b).  

Además, la deficiencia de P induce cambios metabólicos importantes, como el uso de 

enzimas alternativas de la glucolisis,  de proteínas de transporte de electrones 

mitocondrial que no requieren P o adenilatos como cosustrato, y de la fotosíntesis  

(Hammond et al., 2004; López-Arredondo et al., 2014). En la glucolisis, se han descrito 

al menos 6 enzimas alternativas independientes de P y de adenilato inducidas y activadas 

en condiciones de falta de P (Plaxton y Tran, 2011). Por ejemplo, en condiciones de falta 
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de Pi la conversión de sacarosa en hexosa-P se lleva a cabo por una ruta dependiente de 

pirofosfato (PPi) que requiere UDP-glucosa pirofosforilasa (Ciereszko et al., 2001),  otras 

enzimas glucolíticas inducidas por falta de P son: la fosfofructoquinasa dependiente de 

PPi (PPi-PFK), la piruvato Pi diquinasa (PPDK), la PEPC y también otras como la  bomba 

de H+ dependiente de pirofosfato inorgánico (H+-PPiasas) del tonoplasto (Fig. 16) 

(Hammond et al., 2004; Plaxton y Tran, 2011; Neumann y Römheld, 2012). 

Figura 16. Procesos metabólicos alternativos para la glucólisis citosólica, el transporte de electrones 

mitocondrial y el bombeo de H+ del tonoplasto que pueden ser potenciados bajo condiciones de déficit 

de P. Las flechas más grandes indican las rutas potenciadas. Las enzimas que catalizan estas reacciones 

son: (1) invertasa, (2) sacarosa sintasa, (3) Hexoquinasa, (4) Fructoquinasa, (5) UDP-glucosa 

pirofosforilasa, (6) nucleósido difosfato quinasa, (7) fosfoglucomutasa, (8) fosfoglucosa isomerasa, (9) 

fosfofructoquinasa (dependiente de ATP), (10) fosfofructoquinasa (dependiente de PPi), (11) 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD (G3PDH; fosforilante), (12) fosfoglicerato 

(PGA) quinasa, (13) G3PDH dependiente de NADP (no fosforilante), (14) piruvato quinasa, (15) 

fosfoenolpiruvato (PEP) fosfatasa, (16) PEP carboxilasa, (17) malato deshidrogenasa, (18) enzima málica, 

(19) 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP) sintasa, (20) 3-dehidroquinato (DHQ) 

deshidratasa, (21) 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato (EPSP) sintasa, (22) corismato (CHA) sintasa, (23) 

tonoplasto H+-ATPasa y (24) tonoplasto H+-PPiasa. Las abreviaturas de los compuestos que aparecen en 

corresponden a: Glu-1-P, glucosa 1-fosfato; Glu-6-P, glucosa 6-fosfato; Fru-6-P, fructosa 6-fosfato; Fru-

1,6-P2, fructosa 1,6-bisfosfato; G3P, gliceraldehído-3-fosfato; 1,3-DPGA, 1,3-defosfoglicerato; OAA, 

oxaloacetato; E4P, eritrosa-4-fosfato; S3P, shikimato-3-fosfato. (Hammond et al., 2004).  
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Otra de las consecuencias de la privación de P es que los niveles intracelulares tanto 

de P como de ADP se ven severamente reducidos, lo que afecta gravemente a la cadena 

de transporte de electrones de la respiración. Sin embargo, existen sistemas de transporte 

de electrones alternativos que permiten a las plantas mantener el flujo respiratorio con 

una producción de ATP limitada y el funcionamiento del ciclo TCA. En esta cadena de 

transporte de electrones alternativas son esenciales las NADH dehidrogenasa insensible 

a rotenona y oxidasa alternativa (AOX) (Hammond et al., 2004; Plaxton y Tran, 2011) 

La fotosíntesis también es afectada por la falta de fósforo, aunque sus efectos varían 

entre las diferentes especies vegetales.  La inhibición de la fotosíntesis se encuentra 

asociada, al igual que en el caso de la respiración, a la disminución en la capacidad de 

transporte de electrones desde el donante en el fotosistema II (PSII) hasta el PSI, esto 

provoca fotoinhibición, llegando a dañar el PSII (Kondracka y Rychter, 1997; Xu et al., 

2007). Se produce una disminución del contenido de ATP que limita la regeneración de 

la ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP), reduciendo la actividad del ciclo de Calvin y, por tanto, 

la fijación del CO2, también esta se ve afectada por la disminución en la cantidad y la 

actividad de la enzima Rubisco (Xu et al., 2007; Lin et al., 2009; Thuynsma et al., 2016), 

lo que a su vez favorece la fotoinhibición previamente mencionada. Finalmente, el 

suministro de carbono a la planta también se ve afectada puesto que bloquea el flujo de 

triosas fosfato fuera de los cloroplastos, por lo que finalmente afecta a la síntesis de 

sacarosa, favoreciendo la síntesis de almidón en un gran número de especies vegetales 

(Foyer y Spencer, 1986; Flügge et al., 2003; Xu et al., 2007).  

Frente a la fotoinhibición provocada por la deficiencia de P la planta responde 

desarrollando múltiples mecanismos fotoprotectores, que no son exclusivos de este tipo 

de estrés (Dixon y Paiva, 1995; Xu et al., 2007; Lin et al., 2009), como la disipación 

térmica por clorofilas en estado de triplete, el metabolismo fotorrespiratorio, la 

fotoreducción de O2 en el ciclo agua-agua y una oxidasa clororrespiratoria alternativa, 

además hay que añadir toda la actividad antioxidante con la que la planta también 

responde (Niyogi, 1999, 2000). En este sentido, hay que destacar una respuesta común en 

muchas plantas frente a la deficiencia de P que es la síntesis y acumulación de 

antocianinas en hojas, cuya función es fotoprotectora (Fig. 16) (Hammond et al., 2004; 

Plaxton y Tran, 2011; Henry et al., 2012; Wang y Liu, 2018). La inducción de la síntesis 

de antocianinas en respuesta a la falta de P está mediada por miRNA399 (Peng et al., 

2020).   

 El déficit de P aumenta la expresión y actividad de enzimas, como nucleasas, 

fosfatasas y fosfolipasas relacionadas con la removilización del P de fuentes orgánicas 

internas (Hammond et al., 2004; López-Arredondo et al., 2014; Wang y Liu, 2018). Las 

APasas son secretadas en la matriz extracelular y también al espacio intercelular, además 

existen APasas intracelulares, que removilizan el P de monoésteres y anhidridos (Plaxton 

y Tran, 2011).  

Finalmente, destacar dentro de las respuestas de las plantas para mejorar la eficiencia 

del uso del P el remplazamiento de los fosfolípidos de la membrana plasmática y del 
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tilacoide por galactolípidos y sulfolípidos (Hammond et al., 2004; Plaxton y Tran, 2011; 

Wang y Liu, 2018), lo que  permite aumentar el P disponible en condiciones de deficiencia 

de este macronutriente en el suelo.  

4. ESTRÉS SALINO 

A nivel mundial, la salinización de los suelos de la tierra agrícola se está viendo 

agravada debido a causas naturales y, sobre todo, como resultado de la actividad humana. 

Se estima que el 20% de la superficie cultivada y que el 33% de los suelos irrigados están 

afectados por altos niveles de sal; y existe un 1 billón de hectáreas gravemente afectadas 

por la sal (Shahid et al., 2018; Ivushkin et al., 2019) (Fig. 17). Además, hoy en día, las 

áreas afectadas por la salinidad se incrementan un 10% cada año, como resultado de la 

falta de precipitaciones, de la alta superficie de evaporación o del riego con agua de baja 

calidad… que provocan la acumulación progresiva de sales en el suelo (Epstein et al., 

1980; Zhu, 2002; Munns y Tester, 2008; Jamil et al., 2011; Roy et al., 2014). En 2050, se 

prevé que el 50% de las tierras cultivables hayan sido salinizadas, sino se corrige la 

tendencia actual (Jamil et al., 2011). La sal tiene efectos muy negativos en los cultivos 

(Ondrasek y Rengel, 2021), puesto que es uno de los principales factores de estrés 

abiótico al afectar al crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas (Hasegawa et 

al., 2000; Zhu, 2016). En 2013, la salinidad de los suelos supuso un coste de 441 por 

hectárea, lo que generó pérdidas anuales de 27 billones $ (Shahid et al., 2018).  

4.1. Toxicidad por sal  

La acumulación de sal en los suelos, provoca, entre otros efectos, la reducción en la 

disponibilidad del agua del suelo, el desequilibrio y limitación de nutrientes, inhibición 

de rutas metabólicas como la respiración y la fotosíntesis, aumento del estrés oxidativo, 

disfunción de membranas, etc. (Hasegawa et al., 2000; Orcutt y Nilsen, 2000; Zhu, 2016), 

lo que lo convierte en uno de los factores de estrés abiótico más importantes. 

Figura 17. Suelos afectados por sal. Mapa donde se muestra la afectación por sal en suelos a una 

profundidad de entre 30 y 100 cm (FAO, 2021).  

Suelos no afectados por sal Suelos afectados por sal Sin datos 
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La salinidad produce en las plantas dos tipos de estreses: estrés hídrico y estrés iónico. 

Por un lado y, sobre todo al inicio de la exposición a sal, ésta genera un déficit hídrico, al 

igual que estreses como la sequía o la congelación, puesto que disminuye la 

disponibilidad de agua para las células, afectando de forma inmediata al crecimiento 

celular y al metabolismo asociado. Como respuesta a este tipo de estrés las plantas 

aumentan la eficiencia en el uso del agua (WUE), reduciendo sus pérdidas, acumulando 

solutos, cambiando las propiedades de la pared celular para evitar la deshidratación, 

además de emplear otros mecanismos protectores (Jeanneau et al., 2002a; Verslues et al., 

2006).  

Por otra parte, la alta salinidad en el suelo causa estrés hiperiónico, que puede 

provocar la muerte de la planta. Este es más tardío, puesto que los iones tardan un tiempo 

en acumularse hasta concentraciones tóxicas, esto posibilita que se den mecanismos de 

adaptación (Niu et al., 1995; Yeo, 1998; Glenn et al., 1999; Hasegawa et al., 2000; Munns 

y Tester, 2008).  En general, este tipo de estrés está causado por las altas concentraciones 

de Na+ y Cl- en la solución del suelo. Estos provocan un desequilibrio en la absorción de 

nutrientes por competencia iónica, especialmente con el K+ y el Ca2+, provoca la 

acumulación de iones con efectos tóxicos, sobre todo Na+, generando estrés oxidativo. A 

largo plazo, es este estrés iónico el que genera más daños en la planta (Huh et al., 2002; 

Verslues et al., 2006). Uno de los mecanismos de respuesta frente a la alteración de la 

absorción de iones en las raíces consiste en la síntesis o degradación de malato para 

contrarrestar el exceso de cationes o de aniones, respectivamente (Touraine et al., 1992). 

En este sentido, la PEPC podría contribuir a la recuperación del balance iónico al 

intervenir en la síntesis de malato.   

Las respuestas de las plantas al estrés salino pueden agruparse en dos etapas. Una 

primera respuesta rápida (minutos o días) en la hoja relacionada con la detección y 

señalización del Na+ (Gilroy et al., 2014; Roy et al., 2014). En ésta tienen lugar las 

respuestas frente al déficit hídrico como son el cierre de los estomas y la inhibición de la 

expansión celular (Munns y Termaat, 1986). La segunda etapa depende de los iones, 

desarrollándose durante un período de tiempo más largo (días-semanas) y en ella, se 

acumulan iones a concentraciones tóxicas en las hojas, especialmente en las viejas, 

provocando una senescencia temprana de las mismas, una reducción del crecimiento o 

incluso provocando la muerte de la planta (Munns y Tester, 2008). 

4.2. Tolerancia al estrés salino 

Existen diferentes mecanismos de tolerancia a estrés salino que pueden ser 

clasificados en tres grupos principales. La exclusión de iones tóxicos de la hoja (Na+ y 

Cl-); la tolerancia tisular, compartimentalización de los iones en tejidos, células u 

orgánulos específicos; y la tolerancia osmótica, regulada por señales que reducen el 

crecimiento de la hoja y que se activa antes de la acumulación de Na+ (Munns y Tester, 

2008). En la respuesta a la toxicidad iónica están involucrados múltiples transportadores 

y reguladores de la membrana plasmática y del tonoplasto (Munns y Tester, 2008; Roy et 

al., 2014; Zhu, 2016), además es probable que los solutos compatibles también sean 
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fundamentales en el transporte y compartimentalización de los iones en la vacuola, 

además de intervenir en el ajuste osmótico (Flowers y Colmer, 2008; Munns y Tester, 

2008). La mayoría de estos mecanismos actúan de forma simultánea en la misma planta 

(Roy et al., 2014).  

4.2.1. Homeostasis y compartimentación iónica 

La homeostasis iónica puede mantenerse mediante la reducción de la entrada de sal 

por las raíces, reduciendo el transporte de esta hacia las hojas, aumentando la expulsión 

de las células o el secuestro de sal en las vacuolas (Zhu, 2003). En este mantenimiento 

cumple una función esencial la ruta de señalización SOS (Salt Overly Sensitive) (Verslues 

et al., 2006). En esta intervienen tres proteínas principales: SOS1, que codifica un 

antiportador de Na+/H+ en la membrana plasmática, encargado de la exclusión de Na+ y 

es activado por fosforilación a través de una proteína dependiente de Ca2+; SOS2 y SOS3, 

cuya interacción induce la activación de la quinasa (Gupta y Huang, 2014; Zhu, 2016; 

van Zelm et al., 2020). Además, el estrés salino afecta a otros iones como K+ o Ca2+ (Niu 

et al., 1995). El mantenimiento de la homeostasis iónica es dependiente de proteínas 

transportadoras como ATPasas y pirofosfatasas que traslocan H+, ATPasas de Ca2+, 

transportadores activos secundarios y canales iónicos (Hasegawa et al., 2000).   

4.2.2. Biosíntesis de osmoprotectores y solutos compatibles  

Uno de los efectos de la salinidad es la reducción del potencial hídrico (Ψw) en los 

tejidos (Kramer y Boyer, 1995), lo que implica la activación de respuestas relacionadas 

con el estrés hídrico. A corto plazo, el principal mecanismo consiste en el cierre 

estomático. A largo plazo, intervienen cambios en el crecimiento raíz/parte aérea, en el 

almacenaje de agua en los tejidos, en el grosor de la cutícula… De todos estos, el cambio 

más importante en cultivos es el crecimiento de las raíces para incrementar la toma de 

agua (Verslues et al., 2006). Estos mecanismos son suficientes para mantener el desarrollo 

de la planta cuando el estrés es medio y de una duración limitada (Kramer y Boyer, 1995).  

Al producirse el cierre estomático, la planta acumula solutos compatible u osmolitos, 

y aumenta la rigidez de la pared celular para tratar mantener la entrada de agua (Zhang et 

al., 1999; Verslues et al., 2006). Los osmolitos compatibles son un grupo de compuestos 

orgánicos que no interfieren con el metabolismo a pesar de encontrarse en alta 

concentración. Existen una gran variedad de osmolitos compatibles, entre los principales 

destacan: azúcares (sacarosa y fructosa), azúcares alcoholes (glicerol y pinitol) y azúcares 

complejos (trehalosa, rafinosa, fructanos). También pueden actuar como osmolitos iones 

como K+ o metabolitos con carga eléctrica como glicina, betaína, dimetil sulfonio 

propionato (DMSP), prolina o ectoína. La acumulación de estos reduce el potencial 

osmótico interno, facilitando el ajuste osmótico e incrementando la tolerancia al estrés 

(McCue y Hanson, 1990). Además, estos solutos pueden actuar como osmoprotectores 

no enzimáticos, como las chaperonas de bajo peso molecular, puesto que son moléculas 

hidrofílicas que pueden sustituir al agua en la superficie de proteínas o de complejos 

proteicos (Hasegawa et al., 2000; Gupta y Huang, 2014).  
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En general, la síntesis de estos osmolitos compatibles tiene lugar a través de rutas de 

alta actividad metabólica que permiten respuestas más rápidas (McCue y Hanson, 1990). 

Alguno de estos casos son: la prolina, cuya ruta de síntesis parte de la ruta de biosíntesis 

del glutámico, la ectoína que lo hace del aspártico y la glicina betáina que lo hace en la 

ruta de la colina (Hasegawa et al., 2000; Gupta y Huang, 2014).  En plantas de maíz 

sometidas a estrés osmótico se han descrito incrementos de los niveles de PEPC en 

relación con un aumento de prolina (Rodríguez-Penagos y Muñoz-Clares, 1999), y 

resultados similares fueron obtenidos en cebada (Arias-Baldrich et al., 2015). También 

se ha visto la importancia de la PEPC en sorgo en condiciones de estrés salino (de la Osa 

et al., 2022). En este sentido, el papel de la PEPC podría consistir en suministrar 

esqueletos carbonatados para la síntesis de osmolitos, como la prolina, contribuyendo  a 

un mayor grado de tolerancia frente al déficit hídrico (Jeanneau et al., 2002a). 

La respuesta al estrés salino se encuentra regulada a nivel transcripcional. Los factores 

de transcripción controlan directamente la activación de una amplia gama de genes 

inducibles por estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996, 1997; Gupta y Huang, 

2014). Existen gran cantidad de genes y factores de transcripción que cumplen gran 

cantidad de funciones: homeostasis iónica (genes SOS, AtNHX1 y H+ATPasa), genes 

asociados a la senescencia (SAG), chaperonas moleculares (HSP) y factores de 

transcripción relacionados con la deshidratación (DREB) (Hasegawa et al., 2000; Gupta 

y Huang, 2014). 

 Un elemento clave también la señalización del estrés osmótico es el ácido abscísico 

(ABA), una hormona con múltiples funciones tanto en el desarrollo como en las 

respuestas a estrés (Zhu, 2016; Xu et al., 2018a). En condiciones de estrés osmótico el 

ABA se acumula, actuando sobre la expresión génica y los procesos celulares (Xie et al., 

2016), interviniendo en el balance hídrico, regulando las células guarda e induciendo la 

síntesis de proteínas de tolerancia (Xiong et al., 2002). En hojas de cebada se ha detectado 

una rápida acumulación de ABA tras la exposición a NaCl, lo que indica una síntesis in 

situ de la hormona (Fricke et al., 2004, 2006; Munns y Tester, 2008). Además en la 

señalización de la respuesta intervienen otras fitohormonas como el etileno o las 

citoquininas (Leung y Giraudat, 1998). También existen evidencias del movimiento de 

glutatión (Droog, 1997; Foyer et al., 1997; Berna y Bernier, 1999). Todo esto genera gran 

variedad de señales, que terminan disparando una amplia red de respuestas celulares 

(Hasegawa et al., 2000).  
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5. LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA  

La PEPC es una enzima presente en todos los organismos fotosintéticos (plantas, 

algas verdes y cianobacterias) y en la mayoría de bacterias no fotosintéticas y arqueas, 

pero está ausente en animales y hongos (Izui et al., 2004; O’Leary et al., 2011a). En 

plantas es una enzima esencial en la fijación inicial del CO2 en la fotosíntesis C4 y CAM, 

pero además cumple una gran diversidad de otras funciones no relacionadas con la 

fotosíntesis. Esta gran variedad de funciones fisiológicas, convierten a la PEPC en una 

enzima importante en el metabolismo vegetal, lo que ha suscitado un gran interés por ésta 

(Kluge, 1983; Chollet et al., 1996; O’Leary et al., 2011a).  

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.1.31) es una enzima que cataliza la 

β-carboxilación oxidativa del fosfoenolpiruvato (PEP), en presencia de HCO3
-, formando 

oxalacetato (OAA) y liberando fosfato inorgánico, utilizando Mg2+ como cofactor. El 

oxalacetato producido es convertido rápidamente por la enzima NAD(P)-malato 

dehidrogenasa en malato, que es considerado el primer producto estable de la reacción 

(Lepiniec et al., 1994) (Fig. 18).  

5.1. Familia génica de la PEPC: genes PPC 

La enzima PEPC pertenece a una pequeña familia multigénica. Esta puede dividirse 

en dos grupos filogenéticos: las PEPCs tipo planta (PTPC) y las PEPCs tipo bacteriano 

(BTPC). Estas últimas presentan una mayor similitud con PEPC procedentes de 

proteobacterias que con las diferentes isoenzimas PTPC, con las que guarda menos de un 

40 % de identidad (Sánchez y Cejudo, 2003; Sánchez et al., 2006; Gennidakis et al., 2007; 

O’Leary et al., 2011b). Además, dentro de las PTPCs se pueden distinguir dos tipos: las 

isoenzimas de tipo C3 o no fotosintéticas y las de tipo de C4, sólo presentes en plantas con 

fotosíntesis de tipo C4 o CAM (metabolismo ácido de las crasuláceas) (Lepiniec et al., 

1993, 1994; O’Leary et al., 2011b). Evolutivamente, tanto las PTPC como las BTPC 

provienen de un linaje ancestral de gamma-proteobacterias, en las que se produjeron 

eventos de transferencia horizontal con el ancestro eucariota común de plantas y protistas 

(Peng et al., 2012).  

La PEPC C4 evolucionó a partir de genes codificantes de PEPC no fotosintéticas que 

estaban presentes en las especies C3 ancestrales (angiospermas), los cambios supusieron 

Figura 18. Representación de la reacción de la PEPC. OAA, oxalacetato; MDH, malato 

deshidrogenasa.  Adaptada de Izui et al., 2004. 
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la adquisición de características cinéticas y de regulación distintivas respecto a las 

isoformas C3 (Svensson et al., 2003; Westhoff y Gowik, 2004), como se verá más 

adelante. Pese a estos cambios evolutivos tan importantes, la secuencia nucleotídica 

conserva un 90 % de similitud en Flaveria (Westhoff y Gowik, 2004) y un 75 % en Zea 

mays (Dong et al., 1998) y en Sorghum vulgare (Svensson et al., 2003) entre la PEPC C4 

y C3.  En general, las plantas presentan diferentes isoformas de PEPC de tipo C3 con 

secuencias, estructura, función y regulación altamente similares y cuyas diferencias 

radican en los niveles de expresión en cada órgano de la planta y en la respuesta frente a 

determinados estímulos (Lepiniec et al., 1993, 1994).  

El genoma del sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] ha sido secuenciado y se han 

descrito seis genes codificantes de distintas isoenzimas PEPC (Paterson et al., 2009). 

Ruiz-Ballesta et al. (2016) asignaron una nomenclatura numérica a estos genes teniendo 

en cuenta tanto su función como la nomenclatura de sus ortólogos en otras especies 

cercanas. El gen SbPPC1 codifica la enzima PEPC de tipo C4 o fotosintética (Cretin et 

al., 1990; Wang et al., 2009) y el gen SbPPC6 codifica la isoenzima bacteriana (Sánchez 

y Cejudo, 2003; Wang et al., 2009).  Los otros cuatro genes encontrados codifican PEPC 

de tipo C3. El gen SbPPC2 codifica una PEPC expresada constitutivamente y el gen 

SbPPC3, lo hace de una PEPC específica de raíz y cuya expresión es inducible (Lepiniec 

et al., 1993, 1994, Ruiz-Ballesta et al., 2014, 2016). Los dos genes restantes, SbPPC4 y 

SbPPC5, se encuentran poco caracterizados y presentan genes homólogos en arroz. Se ha 

descrito que el gen SbPPC4 aumenta su expresión en la fase de celularización durante el 

desarrollo de las semillas y durante la germinación (Ruiz-Ballesta et al., 2016), mientras 

que del gen SbPPC5 no se ha detectado expresión ni en hojas ni en raíces (Arias-Baldrich 

et al., 2017), pero si en semillas, aunque con niveles muy bajos de sus transcritos (Ruiz-

Ballesta et al., 2016). Las diferencias de las PTPCs caracterizadas en sorgo se encuentran 

en los niveles de expresión de los distintos tejidos así como en su respuesta frente a 

diferentes estímulos, mientras que presentan estructuras primarias y propiedades 

funcionales y reguladoras semejantes (Lepiniec et al., 1993), siendo la isoenzima BTPC 

la que presenta mayor divergencia funcional y estructural respecto al resto de isoformas 

(O’Leary et al., 2009; Peng et al., 2012; Ting et al., 2017). 

5.2. Estructura de la PEPC 

La estructura primaria de la PEPC se dedujo a partir del gen PPC clonado en 

Escherichia. coli en 1984 (Fujita et al., 1984). El número de aminoácidos que componen 

el polipéptido PEPC varía en función del organismo; el número aproximado de 

aminoácidos es de 870 (100 kDa) en bacterias, 970 (110 kDa) en plantas vasculares, 1010 

(116 kDa) en cianobacterias y 1150 (134 kDa)  en protozoos (Izui et al., 2004). Además, 

se ha descrito una PEPC en arqueobacterias hipertermófilas Methanothermus sociabilis, 

Sulfolobus acidocaldarius y Sulfolobus solfataricus, cuya subunidad tiene tan solo 60 

kDa, siendo completamente funcional, pero sin tener regulación alostérica (Ettema et al., 

2004; Sako et al., 1996, 1997).  
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In vitro, la PEPC puede encontrarse en forma de tetrámero, trímero, dímero y 

monómero (Stiborová y Leblová, 1986), siendo el tetrámero la forma mayoritaria y con 

la actividad catalítica más elevada, mientras que el dímero tiene una menor actividad y el 

monómero no presenta actividad (Walker et al., 1986; McNaughton et al., 1989; Jawali, 

1990; Willeford et al., 1990). Normalmente, in vivo las PTPCs se encuentran en forma de 

homotetrámero de unos 440 kDa denominado PEPC de clase 1 (Rivoal et al., 2002; 

O’Leary et al., 2011a). A este homotetrámero pueden unirse cuatro subunidades de 

BTPC, sumando aproximadamente 910 kDa, formando un complejo denominado PEPC 

de clase 2 (Blonde y Plaxton, 2003; Gennidakis et al., 2007).  

Las mayores diferencias entre los distintos tipos de PEPC en plantas vasculares se 

encuentran entre las BTPCs y las PTPCs, existiendo tres características principales que 

las diferencian. Tienen una secuencia distinta en un tetrapéptido crítico muy conservado 

en el extremo C-terminal, siendo (R/K)NTG y QNTG en BTPC y PTPC, respectivamente 

(Dong et al., 1999; Sánchez y Cejudo, 2003; Mamedov et al., 2005; Xu et al., 2006 ); las 

BTPCs carecen del motivo de fosforilación  en una serina (ácido-base-XX-SIDAQLR) 

de la región N-terminal y que es característico en todas las PTPC (Budde y Chollet, 1986; 

Nimmo et al., 1987; Terada et al., 1990; Lepiniec et al., 1994; Vidal y Chollet, 1997; 

Matsumura et al., 2002; O’Leary et al., 2011a); y la presencia en todas las BTPCs de un 

inserción de unos 10 kDa de tamaño y que es altamente divergente (O’Leary et al., 2011a, 

2011b; Plaxton y O´Leary, 2012). Además, cabe destacar que en semillas de ricino se ha 

descrito que BTPC es fosforilada in vivo en tres sitios distintos: en una treonina del 

extremo N-terminal y en las serinas 425 y 451, siendo la serina 425 un sitio de 

fosforilación conservado sólo parcialmente (Uhrig et al., 2008a; O’Leary et al., 2011b; 

Dalziel et al., 2012). La fosforilación de BTPC parece estar implicada en  la regulación 

de la asociación de subunidades BTPC/PTPC en los complejos PEPC de clase 2 (Rivoal 

et al., 2002; O’Leary et al., 2011b, 2011c).  

La PEPC C4 y la PEPC C3 difieren entre sí, además de por su función, en su cinética 

enzimática. Estudios realizados en especies de los géneros Atriplex, Flaveria y Panicum 

han confirmado que la Km para PEP, por lo general, es 10 veces superior en la PEPC C4 

que en PEPC C3 dentro de una misma especie. Por otra parte, también existe diferencia 

de afinidad por el otro sustrato de la reacción, el bicarbonato (HCO3
-), en este caso la Km 

es menor para la PEPC C4. También se ha encontrado que la sensibilidad a los activadores 

e inhibidores alostéricos difiere entre ambos tipos de enzimas. La PEPC C4 es menos 

sensible al malato, un inhibidor de la actividad PEPC, pero más sensible a la activación 

por glucosa-6-fosfato (G6P) y glicina (Gly), activadores alostéricos de la PEPC 

(Svensson et al., 2003; Westhoff y Gowik, 2004; Dalziel et al., 2012; Park et al., 2012). 

Las diferencias en la cinética enzimática entre las PEPCs C3 y C4 están asociados a 

cambios en su secuencia aminoacídica. En Flaveria y Alternanthera, se ha demostrado 

que la causa más importante para estos cambios en la cinética es una serina en la posición 

774 (780 en maíz) en la región C-terminal de la PEPC C4, donde la PEPC C3 presenta una 

alanina (Izui et al., 2004; Westhoff y Gowik, 2004). Esta sustitución se localiza en el sitio 

de unión de PEP a la enzima y aumenta la eficacia cinética de la misma en la PEPC de 
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tipo C4 (Kai et al., 1999; Bläsing et al., 2000; Paulus et al., 2013). También existe un 

cambio en la posición 438, una arginina (Arg) en la PEPC de tipo C3 es sustituida por una 

glicina en la PEPC C4, lo que afecta a la interacción con los inhibidores, siendo la causa 

de la mayor tolerancia a los mismos de la PEPC C4 (Kai et al., 1999; Matsumura et al., 

2002; Paulus et al., 2013). Además, dos regiones esenciales caracterizan a la PEPC C4 

entre las posiciones 296 y 437 (301-442 en maíz) y entre las 645 y 966, estando 

relacionadas con las propiedades de la cinética de saturación para PEP (Svensson et al., 

2003; Izui et al., 2004).  

5.3.  Funciones de la PEPC 

En plantas superiores, la PEPC se encuentra en hojas, raíces, semillas y en nódulos 

(O’Leary, 1982). La presencia de esta enzima en tantos tejidos diferentes, puede 

justificarse, posiblemente, por su producto final estable, el L-malato, que es usado como 

fuente de carbono y como poder reductor en diversas rutas metabólicas. Este papel de su 

producto final sumando a su presencia en casi todos los tejidos, la convierten en una 

enzima de gran relevancia, que cumple una inmensa diversidad de funciones fisiológicas 

distintas (Kluge, 1983; Chollet et al., 1996; O’Leary et al., 2011a).  

5.3.1. La PEPC en la fotosíntesis de tipo C4 y CAM 

Todos los eucariotas fotosintéticos reducen el CO2 a través del ciclo de Calvin o ciclo 

C3 para formar carbohidratos. La primera reacción de este ciclo están catalizado por la 

enzima Rubisco, la cual genera un compuesto de tres átomos de carbono, el ácido 3-

fosfogilcérico (3-PGA), como primer producto estable (Hatch y Slack, 1970). En las 

plantas C4 y CAM, se producen nuevas rutas bioquímicas en un ciclo adicional, en el que 

la PEPC es la enzima clave en la fijación inorgánica del carbono, actuando, así como un 

mecanismo concentrador del CO2, y pese a que los mecanismos de cada planta son 

distintos, los ciclos bioquímicos son parecidos (Osmond, 1978; Hatch, 1987). Estos 

reducen la fotorrespiración y el gasto energético asociado, aumentando, por tanto, el 

rendimiento fotosintético y la eficiencia en el uso del agua y los nutrientes (Nimmo, 2000; 

Edwards et al., 2001).  

En plantas C4 y CAM la primera fase de la asimilación fotosintética del CO2 está 

catalizada por la PEPC, que es muy abundante en el citosol de las células del mesófilo de 

estas plantas. Esta enzima lleva a cabo la reacción de carboxilación en la que se produce 

un ácido de 4 átomos de carbonos que, posteriormente, es descarboxilado formando una 

molécula de 3 átomos de carbono y CO2 libre. Este es el sustrato para la reacción de 

fijación llevada a cabo por la Rubisco (Gil, 1995; Sage et al., 2012). En las plantas CAM 

existe una división temporal entre las dos carboxilaciones, mientras que en las plantas C4 

la separación es espacial al suceder ambas reacciones en tipos celulares distintos: las 

células de la vaina, donde se localiza la Rubisco; y las células del mesófilo, que se 

encuentra formando una corona concéntrica alrededor de las células de la vaina y es donde 

se localiza la PEPC. Esta anatomía foliar característica de las plantas C4 se denomina 

anatomía Kranz o en corona (Haberlandt, 1914; Sage et al., 2012).  
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 En la ruta C4, el oxalacetato es reducido rápidamente a malato por la enzima NADP+- 

malato deshidrogenasa en los cloroplastos de la célula del mesófilo, o transaminado a 

aspartato (asp) en el citosol por la aspartato transaminasa, dependiendo de la especie C4. 

Posteriormente, los ácidos (malato o aspartato) son transportados a las células de la vaina 

donde son descarboxilados a piruvato o alanina (Ala), liberándose el CO2 en el interior 

de estas células.  Esta reacción puede ser realizada por tres enzimas distintas que definen 

los tres tipos fisiológicos de plantas C4: la enzima málico dependiente de NADP+ (tipo 

NADP-ME), la enzima málico dependiente de NAD+ (tipo NAD-ME) o la PEP-

carboxiquinasa (tipo PCK) (Azcón-Bieto y Talón, 2008; Sage et al., 2012). En el sorgo, 

la descarboxilación del malato la realiza la enzima málico dependiente de NADP+. El 

CO2 liberado es fijado por la Rubisco, y el piruvato regresa a los cloroplastos de las 

células del mesófilo para regenerar el aceptor primario, el PEP, por acción de la piruvato 

ortofosfato diquinasa (PPDK) (Fig. 19).  

Estas modificaciones en el metabolismo fotosintético otorgan a las plantas C4 un 

conjunto de características que se denomina síndrome Kranz. Entre estas, cabe destacar: 

bajos niveles de fotorrespiración, un punto de compensación de CO2 mínimo, una menor 

sensibilidad de la fotosíntesis a las variaciones en las concentraciones de O2 y CO2 e 

insaturación de las tasas fotosintéticas por la intensidad lumínica en condiciones 

naturales. Además, sus enzimas tienen elevados óptimos térmicos y son plantas con una 

mayor eficiencia en el uso del nitrógeno y del agua en comparación con las plantas C3 

(Gil, 1995). 

En el metabolismo fotosintético CAM, la fijación del CO2 atmosférico y/o respiratorio 

en el citosol catalizada por la PEPC es llevada a cabo durante la noche, cuando la 

evotranspiración es baja. El ácido málico, producto final de la reacción, es almacenado 

en la vacuola. Por el día, los estomas se encuentran cerrados y la Rubisco fija el CO2 

Figura 19. Representación de la vía fotosintética C4 de tipo NADP-ME. El CO2 entra en la célula 

del mesófilo y genera HCO3- a través de la anhidrasa carbónica en el citosol. La PEPC cataliza la 

reacción entre ion bicarbonato y el PEP, formando un ácido de cuatro carbonos (C4), el oxalacetato 

(OAA). Éste es convertido en malato (ácido C4) por la enzima málico deshidrogenasa (MDH) y es 

transportado a la célula de la vaina. Allí, el malato es descarboxilado por la NADP-ME y el CO2 liberado 

es fijado en el ciclo de Calvin. El piruvato (ácido C3), producido en la descarboxilación del malato, es 

transportado de nuevo a la célula del mesófilo para regenerar el PEP (Kajala et al 2011). 
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generado por la descarboxilación del ácido málico que había sido sintetizado por la PEPC 

durante la noche (Borland y Taybi, 2004). El cierre estomático durante el día hace que 

estas plantas presenten una altísima eficiencia en el uso del agua. 

5.3.2. La PEPC en otros contextos fisiológicos  

La PEPC tiene una baja Km por el sustrato bicarbonato (en el rango de µM), por lo 

que interviene, como norma general, en la economía de carbono de la célula, participando 

en una multitud de procesos fisiológicos (O’Leary et al., 2011b): el movimiento 

estomático (Outlaw, 1990), la absorción y transporte de iones en las raíces y la 

homeostasis del pH celular y (Ben‐Zioni et al., 1970). Además, participa en la fijación 

del nitrógeno atmosférico en las leguminosas, en la interacción del tubo polínico y el 

estilo, en la maduración y germinación de la semilla y en la maduración del fruto (Chollet 

et al., 1996; Echevarria y Vidal, 2003; Izui et al., 2004; O’Leary et al., 2011a; Ruiz-

Ballesta et al., 2014, 2016). También tiene una función anaplerótica, puesto que permite 

la reposición de intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) o ciclo de 

Krebs, siendo especialmente importante cuando la demanda de esqueletos carbonados 

para la síntesis de aminoácidos es elevada (Huppe y Turpin, 1994; Sweetlove et al., 2010). 

Dicha función tiene especial relevancia en los tejidos no fotosintéticos (Latzko y Kelly, 

1983), tanto en plantas C3 como C4 (Giordano, 2001). Los ácidos orgánicos que se 

producen en el ciclo de Krebs se transportan desde la mitocondria al estroma del 

cloroplasto o al citosol para la asimilación de NH4+ en el ciclo GS/GOGAT durante la 

síntesis de aminoácidos. Esto reduce la tasa de regeneración de oxalacetato y/o malato en 

la mitocondria, siendo aquí donde la PEPC jugaría uno de sus importantes funciones 

(Champigny y Foyer, 1992).  

En la reducción del nitrato, la actividad PEPC incrementa el contenido de ácidos 

orgánicos, reduciendo la alcalinización y contribuyendo a la homeostasis del pH 

citosólico. Cabe añadir que el oxalacetato, producto de la PEPC, puede ser utilizado para 

transportar al citosol el poder reductor requerido por la nitrato reductasa (NR), a través 

de la bomba oxalacetato/malato que se encuentra entre el cloroplasto y el citosol (Oaks, 

1994). Además, se ha observado una evidente relación entre la actividad PEPC y la 

actividad glutamina sintetasa, siendo esta última regulada por la glutamina (Gln) (Dever 

et al., 1995), y la expresión de la PEPC coordinada con la NR (Müller et al., 2001). Todo 

esto muestra una alta coordinación entre el metabolismo del carbono y del nitrógeno  y 

precisamente regulada para mantener una relación adecuada entre estos dos elementos 

vitales. 

Además, la PEPC está implicada en la tolerancia de la planta a distintos tipos de 

estreses abióticos (Fig. 20). Esta enzima interviene en dicha tolerancia de dos formas 

distintas: permitiendo ajustar el metabolismo a las condiciones ambientales, debido a su 

función anaplerótica; y/o permitiendo una rápida síntesis de ácidos orgánicos para su 

secreción a la rizosfera, conservando la eficiencia en el uso del carbono de la planta 

(O’Leary et al., 2011b). Bajo condiciones de estrés salino o por sequía la PEPC sostiene 

la biosíntesis de osmolitos compatibles como la prolina que son acumulados durante estos 
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tipos de estreses en muchos tipos de plantas (Chen et al., 2010b; Arias-Baldrich et al., 

2015). Mientras que bajo condiciones de estrés por deficiencia de nutrientes como el 

hierro o el fósforo o por toxicidad de metales como el aluminio o el cadmio, las plantas 

exudan grandes cantidades de ácidos orgánicos en cuya síntesis participa la PEPC al 

facilitar una rápida carboxilación anaplerótica del PEP (Fig. 20) (López-Millán et al., 

2000; Shane et al., 2013; Arias-Baldrich et al., 2015; Feria et al., 2016; Doshi et al., 2017). 
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Figura 20.  Esquema de las rutas metabólicas clave en la respuesta de las plantas expuestas a 

condiciones de estrés.  El color azul indica las rutas implicadas en la respuesta a estreses que afectan 

al suministro de agua (sequía, frío, salinidad), donde se sintetizan compuestos osmóticamente activos 

(sacáridos, aminoácidos, alcoholes de azúcar). El color verde muestra procesos relacionados con el 

estrés oxidativo causado por ozono o por estrés biótico. Durante estos tipos de estrés, la eficacia 

fotosintética y la actividad de las enzimas del ciclo de Calvin disminuyen (flechas de puntos), mientras 

que la respiración y el requerimiento de NADPH aumentan (flecha negrita). La PEPC repone 

intermediarios del ciclo TCA, la NADP-ME proporciona NADPH, útil para la reparación de daños en 

las membranas y en la biosíntesis de compuestos como ácidos grasos, ligninas o fitoalexinas. Además, 

el NADPH sirve como coenzima de enzimas antioxidantes asociadas a la detoxificación (glutatión 

reductasa y monodehidroascorbato reductasa) y el CO2 podría utilizarse en el ciclo de Calvin.  El color 

púrpura señala las rutas involucradas en la deficiencia de hierro y fosfato y en la toxicidad por aluminio. 

Estos estreses activan enzimas implicadas en la síntesis de ácidos orgánicos (malato y citrato), incluida 

la PEPC. La exudación de ácidos orgánicos acidifica la rizosfera, por lo que el fosfato y el hierro pueden 

pasar a formas más solubles y el aluminio es quelado, formando complejos estables menos tóxicos. El 

color rojo es específico de rutas importantes en la deficiencia de fosfato. AA, aminoácidos; AOE, 

enzimas antioxidantes; Asp, aspartato; AspAT, aspartato aminotransferasa; 1,3-BPG, 1,3 

bisfosfoglicerato; CS, citrato sintasa; FA, ácidos grasos; F-6-P, fructosa-6-fosfato; F-1,6-BP, fructosa-

1,6-bisfosfasto; G-1-P, glucosa-1-fosfato; Glu, glutamato; Gln, glutamina; GOGAT, glutamato 

sintasa; NADP-ICDH, NADP-isocitrato dehidrogenasa; NAD-MDH, NAD-malato dehidrogenasa; 

NADP-ME, NADP-enzima málico; OAA, oxaloacetato; 2-OG, 2-oxoglutarato; PA, fitoalexinas; PEP, 

fosfoenolpiruvato; PEPC, fosfoenolpiruvato carboxilasa; 3-PG, 3-fosfoglicerato; PK, piruvato quinasa; 

PPDK, piruvato fosfato diquinasa; RuBP, ribulosa-1,5-bisfosfato; Rubisco, ribulosa-1,5-bisfosfato 

carboxilasa/oxigenasa; suc-CoA, succinil-coenzima A; TCA, ciclo de los ácidos tricarboxilicos; triosa-

P, triosa-fosfato  ( Doubnerová et al. 2011). 
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Diversos trabajos de investigación de nuestro grupo han revelado nuevos datos sobre 

las funciones de las distintas isoenzimas PEPC en otros contextos distintos de la 

fotosíntesis.  Por ejemplo en la respuesta a la deficiencia de fósforo, la investigación con 

líneas SALK en Arabidopsis carentes de isoenzimas PEPC o fosfoenolpiruvato 

carboxilasa quinasa (PEPCk) específicas, ha demostrado que son las isoenzimas PPC3 y 

PPCK2 las que se encuentran más relacionadas con este déficit nutricional (Feria et al., 

2016). En salinidad (de la Osa, 2020), en estrés por cadmio (Pérez-López et al.,2021a) y 

aluminio (Pérez-López et al., 2019) y en estrés por amonio (Arias-Baldrich et al., 2017) 

así como en déficit de fósforo (Pérez-López et al.,2021b), la actividad PEPC se 

incrementó en raíces de sorgo, y esa respuesta estuvo específicamente relacionada con la 

isoenzima PPC3. Esa misma isoenzima presenta una enorme importancia durante el 

desarrollo y germinación de las semillas de sorgo (Ruiz-Ballesta et al., 2016). En 

Arabidopsis se ha estudiado que la carencia de isoenzimas PEPC específicas altera el 

metabolismo del carbono y del nitrógeno: provoca la acumulación de nitrato y 

aminoácidos,  y disminuye el contenido de proteínas, reduce el peso de las semillas, 

retrasa la germinación, reduce intermediarios del ciclo de Krebs y reduce la relación 

ácidos grasos polinsaturados/no polinsaturados (Sánchez et al., 2015; Feria et al., 2016). 

Para que la PEPC pueda intervenir en la respuesta de la planta a los cambios en las 

condiciones ambientales, se requiere que la enzima se encuentre altamente regulada. 

Dicha regulación ocurre a nivel transcripcional/traduccional y a nivel postraduccional. 

Por otro lado, varios estudios demuestran que el suplemento de azúcares exógenos, y el 

fósforo y el nitrógeno disponibles tienen influencia sobre la cantidad y el estado de la 

PEPC en   diferentes plantas ( Duff y Chollet, 1995; Sima et al., 2001; Nakagawa et al., 

2003; Rajagopalan et al., 2004; Murmu y Plaxton, 2007; Chen et al., 2008; Feria et al., 

2008; Gregory et al., 2009; O’Leary et al., 2011a). 

5.4.  Regulación de la actividad PEPC  

La regulación de la actividad PEPC se lleva a cabo en dos niveles principales, a nivel 

transcripcional y a nivel postraduccional. 

5.4.1. Regulación transcripcional  

Transcripcionalmente, la PEPC es regulada por diversos factores, uno de los 

principales y  más estudiados es la luz. Esta repuesta presente en plantas C4 (Thomas et 

al., 1990; Lepiniec et al., 2003) y también en plantas C3 (Matsuoka y Yamamoto, 1989) 

se encuentra mediada por el fitocromo y se produce en la transición de planta etiolada a 

planta verde. La luz también afecta a la fluctuación circadiana de los niveles de ARNm 

de PEPC, aunque estos no afectan a la cantidad de proteína. (Thomas et al., 1990). En la 

planta CAM facultativa Mesembryanthemum crystallinum L., el fitocromo participa 

también en la regulación de la expresión de la PEPC (Cushman y Bohnert, 1999). Otros 

factores ambientales, como el estrés hídrico, la temperatura, la salinidad o la aplicación 

exógena de ABA, aumentan la expresión de PEPC en dicha planta (Herppich et al., 1992).  
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En sorgo, factores ambientales como estrés hídrico, salinidad o estrés por amonio 

incrementan la expresión de genes PPC (Arias-Baldrich et al., 2017; Buchanan et al., 

2005). Incrementos similares han sido descritos también en plantas C3 como en la cebada 

(Hordeum vulgare) donde el estrés salino y el ABA estimulan la actividad PEPC (Popova 

et al., 1995). En plántulas de trigo (Triticum aestivum), el estrés por LiCl, la salinidad, la 

hipoxia o el frío aumentan la expresión de genes PPC en raíces (González et al., 2003). 

En Arabidopsis, la deficiencia de P y la salinidad incrementan la expresión de PPC, sobre 

todo en las raíces (Feria et al., 2016). Además, el estrés por metales induce la expresión 

de estos genes. Esto se ha descrito  para el aluminio en maíz (Z. mays) (Xu et al., 2018b), 

judías (P. vulgaris) (Eticha et al., 2010) y soja (G. max) (Ermolayev et al., 2003; You et 

al., 2011) y el cadmio, en A. thaliana (Willick et al., 2019), en plántulas de judías (Gouia 

et al., 2003) y de trigo (Abdel-Latif, 2008) y en raíces de maíz (Nocito et al., 2008). 

5.4.2. Regulación postraduccional  

Regulación alostérica  

La mayor parte de las PTPCs son reguladas alostéricamente por una gran variedad de 

metabolitos, aunque sus propiedades cinéticas y alostéricas dependen de cada isoenzima. 

Las PTPCs de dicotiledóneas son activadas por glucosa-6-fosfato e inhibidas por malato 

o aspartato, especialmente a valores de pH del orden de 7,1 - 7,3 próximos al pH citosólico 

(Andreo et al., 1987; Echevarria et al., 1994). La glucosa-6-fosfato aumenta la Vmax de la 

PEPC, disminuyendo la Km para el PEP y la sensibilidad al malato (Echevarria et al., 

1994). La interacción con los inhibidores puede realizarse en puntos diferentes de la 

enzima dando lugar a diferentes tipos de inhibición en función del pH, de la concentración 

y del estado de fosforilación de PEPC (Andreo et al., 1987; Echevarria et al., 1994; Duff 

y Chollet, 1995). En monocotiledóneas también son activadores alostéricos aminoácidos 

neutrales como glicina, alanina y serina (Nishikido y Takanashi, 1973; Stiborova y 

Leblova, 1985; Garson y Gray, 1991; Bandarian et al., 1992; Tovar-Méndez et al., 2000; 

Izui et al., 2004; Güémez-Toro et al., 2012). Recientemente se ha descrito que esta 

interacción ocurre en una región próxima al sitio de unión de la glucosa-6-fosfato, y que 

interactúa a la vez con dos subunidades de un dímero dentro del tetrámero. Eso ocurre 

únicamente en la PEPC C4 de plantas monocotiledóneas y permite alcanzar los mismos 

niveles de actividad que con la glucosa-6-fosfato, e incluso tiene mayor capacidad de 

reducir los efectos inhibitorios del malato que ésta (González-Segura et al., 2018). Por el 

contrario, la PEPC de E. Coli, tiene una regulación más compleja. Es activada por acetil-

coenzima A, fructosa-1,6-bisfosfato, ácidos grasos de cadena larga y guanosina-3´-

difosfato-5´-difosfato, e inhibida por aspartato o malato (Izui et al., 1981, 2004). Tanto la 

PEPC de clase 2 como las BTPCs presentan propiedades diferentes, siendo menos 

sensibles a los inhibidores alostéricos comparando con la PEPC de clase 1 (O’Leary et 

al., 2009, 2011a; Ting et al., 2017). 

La afinidad de la enzima por el PEP y el Mg2
+ es notablemente mayor a un pH entre 

7 y 8, siendo óptimo in vitro a un pH 8 (Gadal et al., 1996; Osuna et al., 1996). In vivo, 

la actividad enzimática depende del balance de efectores negativos y positivos y de la 



Introducción 

 

83 
 

modulación del pH del citosol (Gadal et al., 1996). La mayoría de factores que intervienen 

en la regulación de la PEPC son opuestos a los efectos negativos del malato y el aspartato 

(Jeanneau et al., 2002b). Además, la PEPC podría ser regulada por reacciones de 

oxidación-reducción (Iglesias y Andreo, 1984; Chardot y Wedding, 1992) debido a la 

gran cantidad de cisteínas, algunas muy conservadas, en todas las PEPCs (Chollet et al., 

1996). Sin embargo, aún no se ha descrito ninguna cascada de óxido-reducción implicada 

en la regulación de la PEPC.  

Regulación por monoubiquitinación, por ácido fosfatídico y por óxido nitríco 

La monoubiquitinación de la PEPC fue descrita en semillas de ricino en germinación. 

La unión de la molécula de ubiquitina a la subunidad de PEPC incrementa su peso 

molecular de 107 a 110 kDa, algo observable en una electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes (Uhrig et al., 2008b). Además, se ha localizado PEPC 

monoubiquitinada en hojas y flores de ricino (O’Leary et al., 2011a), en hojas, raíces y 

semillas en germinación de Arabidopsis ( O’Leary et al., 2011b; Figueroa et al., 2016), 

en semillas en germinación y en raíces de sorgo (Nhiri et al., 2000; Ruiz-Ballesta et al., 

2014, 2016; Arias-Baldrich et al., 2017) y en semillas en desarrollo y germinación de 

otros cereales, como el trigo o la cebada (González et al., 1998; Feria et al., 2008). En 

definitiva, se ha encontrado PEPC monoubiquitinada en una amplia diversidad de órganos 

y tejidos, así como en diferentes contextos fisiológicos, aunque, pese a ello, su función 

fisiológica no se conoce totalmente.  

En semillas de ricino y en raíces con proteoides de Hakea prostrata la 

monoubiquitinación de PEPC está asociada a una inhibición de su actividad (O’Leary et 

al., 2011b). Sin embargo, en semillas de sorgo se ha descrito un patrón definido de 

monoubiquitinación de la PEPC durante la germinación, sin guardar una relación con los 

niveles de actividad PEPC (Ruiz-Ballesta et al., 2016). Esta monoubiquitinación tiene 

lugar en las lisinas (Lys) 630 y 624 de las isoenzimas SbPPC2 y SbPPC3, respectivamente 

(Ruiz-Ballesta et al., 2014, 2016). También se ha descrito un aumento de la 

monoubiquitinación en raíces de sorgo como respuesta al estrés por amonio, condiciones 

en las que también aumenta la actividad PEPC (Arias-Baldrich et al., 2017). 

En 2004, el grupo de Christa Testerink mostró por primera vez interacciones 

específicas entre el ácido fosfatídico (PA) y distintas isoenzimas de PEPC en cultivos 

celulares de Arabidopsis y tomate (S. lycopersicum) (Testerink et al., 2004; Testerink y 

Munnik, 2005). Posteriormente, se pudo asociar una mayor unión del PA a la PEPC como 

respuesta a estreses ambientales, como el estrés hipoosmótico o el elicitor fúngico 

xilanasa a los que se expusieron las células (Zhang et al., 2005). Más tarde, se describió 

que el PA también se une a la PEPC C4 de sorgo, provocando su inhibición 

independientemente de su estado de fosforilación, del pH o de la presencia de metabolitos 

reguladores o de PEP (Monreal et al., 2010a). Además, se observó que la PEPC estaba 

presente en la fracción de membrana y que se encontraba parcialmente proteolizada, 

debido a que el PA induce la exposición del C-terminal de la PEPC al exterior de la 

misma, activando un mecanismo de degradación a través de una cisteín-proteasa, aún no 
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identificada (Gandullo, 2010, 2019; Monreal et al., 2010a), por tanto la interacción de PA 

con PEPC estaría relacionada con su degradación proteolítica.  

En plantas de arroz transgénico que sobreexpresan la PEPC C4 de maíz se produce un 

aumento de la actividad PEPC al tratar con donadores de óxido nítrico (NO) (Chen et al., 

2014). Posteriormente, en este mismo arroz transgénico, se describió que el NO está 

implicado en la regulación de la PEPCk y de la PEPC en la respuesta a estrés hídrico, 

aumentando la expresión de ambas, lo que se traduce en un aumento de la actividad PEPC 

(Qian et al., 2015; Liu et al., 2017). Algo similar ha encontrado nuestro grupo en 

condiciones de estrés salino en sorgo, donde la salinidad induce la producción de NO en 

las células del mesófilo, afectando a la estabilidad de la PEPCk y aumentando su actividad 

e incrementando la expresión. Al tratar la planta con 2-(4-carboxifenil-4,4,5,5-

tetrametilmidazolina-1-oxil-3-óxido (cPTIO), un eliminador de NO, el efecto sobre la 

PEPCk se revierte, confirmando la regulación por NO (Monreal et al., 2013b).  

Regulación por fosforilación reversible  

La regulación por fosforilación reversible de la PEPC se describió por primera vez en 

la planta CAM Bryophyllum fedtschenkoi (Nimmo et al., 1984), y más tarde en maíz 

(Budde y Chollet, 1986) y en sorgo (Guidici-Orticoni et al., 1988). Todas las PTPCs son 

reguladas por fosforilación reversible en un residuo de serina del extremo N-terminal. 

Esta serina fosforilable se localiza en el motivo E/DR/KxxS*IDAQL/MR, presente en 

todas las PTPCs, pero no en las BTPCs (Chollet et al., 1996; Kai et al., 1999; Lepiniec et 

al., 1994; Sánchez y Cejudo, 2003; O’Leary et al., 2011b) . La fosforilación es realizada 

por una pequeña proteína quinasa que se conoce como fosfoenolpiruvato carboxilasa 

quinasa (PEPCk), de las que existen distintas isoformas dependiendo de la especie 

vegetal. La fosforilación induce una mayor actividad enzimática puesto que disminuye la 

sensibilidad de la PEPC a los inhibidores alostéricos y aumenta su afinidad por el PEP y 

la sensibilidad a los activadores (Echevarria y Vidal, 2003; Nimmo, 2003). En el caso de 

la PEPC C4 de sorgo, su fosforilación produce un efecto débil sobre su Km pero llega a 

duplicar su Vmax, aumenta siete veces la Ki para el inhibidor malato y 4,5 veces la Ka para 

la glucosa-6-fosfato en condiciones de pH y concentración de PEP subóptimos (Duff y 

Chollet, 1995; Echevarria et al., 1994).  

Además, la PEPC se desfosforila por acción de una proteína fosfatasa de tipo 2A 

(PP2A) (Carter et al., 1990). Sin embargo, los cambios en el nivel de fosforilación de la 

PEPC parecen ser resultado de variaciones en la actividad PEPCk, puesto que la actividad 

PP2A in vitro se mantiene prácticamente constante en las transiciones luz-oscuridad 

(Echevarría et al., 1990).  

La fosforilación de la PEPC ha sido investigada mediante mutagénesis dirigida, 

existiendo diferentes estudios. En una PEPC C4 recombinante de sorgo se introdujo una 

carga negativa al sustituir el residuo de serina fosforilable del extremo N-terminal por 

ácido aspártico, con lo que se obtuvo un efecto similar a la fosforilación de la PEPC, es 

decir, aumentó la velocidad catalítica y disminuyó la sensibilidad al malato (Wang et al., 

1992; Duff y Chollet, 1995; Chollet et al., 1996). También la sustitución de un residuo 
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básico de lisina, localizado 3 aminoácidos antes de la serina fosforilable por asparagina 

(Ueno et al., 1997), o  la eliminación del péptido N-terminal mediante enteroquinasa en 

el residuo 33(Izui et al., 2004), ambos en la PEPC C4 de maíz, simulan parcialmente el 

efecto de la fosforilación. En este mismo sentido, también se ha logrado simular la 

fosforilación generando un cambio conformacional mediante el uso de anticuerpos 

específicos dirigidos contra el péptido sintético de 20 aminoácidos del extremo N-

terminal, que contiene el sitio de fosforilación de la enzima C4 de hojas de sorgo (Pacquit 

et al., 1995).  

Las isoenzimas no fotosintéticas de la PEPC también están reguladas por fosforilación 

reversible, de manera similar a las isoenzimas C4 o CAM (Chollet et al., 1996; Vidal y 

Chollet, 1997; Gousset-Dupont et al., 2005). Diversos estudios in vivo con 32P han 

demostrado la fosforilación reversible de PEPC en tejidos donde sólo se encuentran las 

isoenzimas no fotosintéticas, como por ejemplo en nódulos de raíces de soja (Zhang et 

al., 1995), semillas de trigo y cebada (Osuna et al., 1996, 1999; Feria et al., 2008), estomas 

(Du et al., 1997), frutos (Law y Plaxton, 1997) y hojas de trigo de plántulas deficientes 

en nitrógeno (Duff y Chollet, 1995; Van Quy et al., 1991), e incluso en la planta acuática 

Egeria densa (Casati et al., 2000; Lara et al., 2001).   

Además, mediante estudios in vitro, se ha logrado detectar la existencia de actividad 

PEPCk en nódulos de raíces de soja (G. max) y alfalfa (M. sativa) (Schuller y Werner, 

1993; Vance et al., 1994), hojas de trigo (T. aestivum) y tabaco (Nicotiana tabacum) (Duff 

y Chollet, 1995; Wang y Chollet, 1993), semillas de cebada (H. vulgare) (Feria et al., 

2008), semillas en desarrollo de ricino (Ricinus communis) (Murmu y Plaxton, 2007; 

O’Leary et al., 2011b) y en semillas y raíces de sorgo (S. vulgare) (Pacquit et al., 1993; 

Nhiri et al., 2000). Demostrando con esto la similitud de esta actividad quinasa con la de 

las plantas C4 y CAM en cuanto a su independencia de Ca2+, propiedades cromatográficas 

y subunidad catalítica  (Pacquit et al., 1993; Wang y Chollet, 1993; Duff y Chollet, 1995). 

En las hojas de las plantas C3, la actividad PEPCk se encuentra regulada in vivo de forma 

reversible por una compleja interacción entre fotosíntesis y metabolismo del nitrógeno, o 

por el requerimiento de fotosintatos en los nódulos de raíces fijadoras de nitrógeno (Duff 

y Chollet, 1995). La iluminación de hojas de plantas C3 induce la actividad PEPCk, 

presentando características comunes a la inducción que se produce en plantas C4 (Duff y 

Chollet, 1995; Chollet et al., 1996; Li et al., 1996; Gousset-Dupont et al., 2005). Todo 

esto sugiere la existencia de mecanismos de señalización similares en los dos tipos de 

plantas.  

Del mismo modo que en la PEPC C4, la fosforilación reduciría la inhibición alostérica 

de la PEPC. En consecuencia, el control por metabolitos y la modulación por regulación 

covalente de la enzima en presencia de luz, permiten un control preciso del flujo de 

esqueletos carbonados a través del ciclo anaplerótico y de la ruta de síntesis de 

aminoácidos de la familia del aspartato (Gousset-Dupont et al., 2005). En las plantas C3, 

la PEPC tiene una función importante en la coordinación del metabolismo del carbono y 

del nitrógeno. Por tanto, el papel de la fosforilación reversible, en oposición a la 

inhibición alostérica de la PEPC, puede aplicarse a todo contexto fisiológico en el que la 
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concentración del metabolito sea alta; en el caso de la PEPC C3, durante el flujo 

anaplerótico del carbono (Vidal et al., 2002). 

La luz es el principal factor en la regulación de la fosforilación de la PEPC, sin 

embargo, existen otros factores que contribuyen a la regulación por fosforilación 

reversible. En plantas CAM, esta fosforilación tiene lugar durante la noche y se encuentra 

regulada por un oscilador circadiano (Nimmo, 2003). El estrés salino en plantas C4 

(Echevarría et al., 2001), la falta de CO2 en plantas CAM y el estrés oxidativo (Izui et al., 

2004) también pueden controlar la fosforilación de la PEPC. Además de otros estreses 

abióticos que también inducen la fosforilación de la PEPC como la falta de fósforo 

(Gregory et al., 2009; Ma et al., 2021) o el estrés por amonio (Arias-Baldrich et al., 2017) 

o por cadmio (Willick et al., 2019).  

6. LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA QUINASA  

La fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa (PEPCk) es una proteína quinasa de 

serina/treonina que utiliza ATP como donador de fosfato para fosforilar a la PEPC en el 

residuo previamente mencionado. Pertenece a la familia de las quinasas dependientes de 

Ca2+ y/o calmodulina (superfamilia CDPK-SnRK). Sin embargo, la PEPCk no tiene 

ningún dominio de unión a Ca2+ o secuencia autoinhibitoria, por lo que su actividad es 

independiente de Ca2+ y se encuentra constitutivamente activa. Por tanto, su regulación 

se lleva a cabo principalmente a través de cambios en la velocidad de síntesis (Jiao et al., 

1991; Hartwell et al., 1996, 1999; Echevarria y Vidal, 2003).  Las PEPCks son proteínas 

pequeñas con una masa molecular de aproximadamente 31 kDa (274, 279 y 284 

aminoácidos en Kalanchoe fedtschenkoi, M. crystallinum y Arabidopsis, 

respectivamente), que presentan una alta especificidad de fosforilación por su sustrato, 

las PEPCs (Jiao et al., 1991; Hartwell et al., 1996, 1999; Nimmo, 2003).   

6.1. Familia génica de la PEPCk: Genes PPCK 

Las PEPCks son proteínas con escasa abundancia en los tejidos, por lo que con 

frecuencia se han estudiado mediante la clonación de su ADNc para la obtención de 

proteínas recombinantes. Este ADNc codifica secuencias entre 274-307 residuos de 

aminoácidos con un masa molecular de 31-33 kDa (Nimmo, 2003; Izui et al., 2004).. Hoy 

se conocen PEPCks en un gran número de especies vegetales, tales como Arabidopsis 

(Fontaine et al., 2002), soja (Sullivan et al., 2004), Mesembryanthemum crystallinum 

(Taybi et al., 2000) o la leguminosa Lotus japonicus (Nakagawa et al., 2003), entre 

muchas otras. En cada especie suelen existir varias isoformas distintas, cuyos patrones de 

expresión se relacionan con la función específica que cumplan dichas isoformas (Nimmo, 

2003). Las secuencias de las distintas isoformas de PEPCk son bastante diversas, 

presentando una identidad y una similitud en su secuencia de aminoácidos de, 

aproximadamente, un 25 % y un 19 %, respectivamente. En contraste, la alta variabilidad 

se concentra en los dominios IV, V y VIA, mientras que los dominios X y XI están muy 

conservados y son propios de la PEPCk (Izui et al., 2004). 
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En Arabidopsis, existen dos genes que codifican PEPCk: AtPPCK1 y AtPPCK2, 

teniendo el primero mayor expresión en hojas (Fontaine et al., 2002; Nimmo, 2003). Por 

otra parte, en sorgo existen tres genes codificantes de PEPCk: SbPPCK1, SbPPCK2 y 

SbPPCK3. Solo se han caracterizado los dos primeros, puesto que el último se ha descrito 

por homología de secuencia del genoma de sorgo con los genes PPCK de maíz (Paterson 

et al., 2009). El gen SbPPCK1, homólogo a ZmPPCK1, se expresa en respuesta a luz en 

las células del mesófilo fosforilando a la PEPC C4. El gen SbPPCK2, muy similar a 

ZmPPCK2 y ZmPPCK3, se expresa en las células de la vaina y responde mucho menos 

a los cambios luz-oscuridad. El gen SbPPCK3 está filogenéticamente relacionado con el 

gen ZmPPCK4 (Shenton et al., 2006; Paterson et al., 2009), y recientemente se ha descrito 

que este gen se expresa en hojas y raíces de sorgo (Monreal et al., 2013b; Arias-Baldrich 

et al., 2017).   

6.2.  Regulación de la PEPCk  

 

6.2.1. Regulación transcripcional  

El nivel transcripcional es el principal nivel de regulación de la PEPCk (Hartwell et 

al., 1999). En plantas C4, se regula por la intensidad luminosa (Echevarría et al., 1990) a 

través  de una cadena de señalización de la que se conocen numerosos componentes 

(Giglioli-Guivarc’h et al., 1996; Coursol et al., 2000; Echevarria y Vidal, 2003; Monreal 

et al., 2010b). El incremento de la actividad PEPCk como respuesta a luz es relativamente 

lento, en hojas de maíz se alcanza su máxima actividad después de 90 min de iluminación 

(Echevarría et al., 1990), esto sumado a que este proceso es inhibido por cicloheximida 

(CHX) sugiere una síntesis de novo de la enzima tras la transducción de señales (Jiao et 

al., 1991; Bakrim et al., 1992; Hartwell et al., 1999).  

En la activación de la PEPCk C4 por luz interviene la fotosíntesis, puesto que es 

inhibida en presencia  de inhibidores del flujo de electrones en la fotosíntesis (DCMU), 

de desacoplantes, y también de inhibidores del ciclo de Calvin (Chollet et al., 1996; Vidal 

y Chollet, 1997; Echevarria y Vidal, 2003). La cascada de señalización que lleva 

finalmente a la fosforilación de la PEPC implica estos elementos: Es necesaria una 

intensidad luminosa superior a 200 µE m-2 s-1. En el ciclo de Calvin de las células de la 

vaina se produce ácido 3-fosfoglicérico (3-PGA) que parece ser la señal que genera la 

inducción de la PEPCk en plantas C4 (Giglioli-Guivarc’h et al., 1996). Esta molécula 

difunde al mesófilo actuando como mensajero intercelular y allí se transporta al 

cloroplasto en su forma parcialmente protonada. Este transporte implica un bombeo de 

protones que conduce a la basificación del citosol (Pierre et al., 1992), aunque no se 

conoce con exactitud el papel de este cambio de pH en la transducción de señales para la 

síntesis de PEPCk en el mesófilo de plantas C4. Además, en este proceso interviene la 

activación de una fosfolipasa C dependiente de inositol (PI-PLC) y la producción de 

inositol trifosfato (IP3) (Coursol et al., 2000), lo que conlleva la apertura de los canales 

Ca2+ del tonoplasto y de la membrana plasmática. En la apertura de estos canales, también 

intervendría una fosfolipasa D (PLD) y el ácido fosfatídico (PA). El aumento del Ca2+ 

activa una quinasa dependiente de Ca2+ (CDPK) que, posteriormente, conducirá a la 
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síntesis de la PEPCk y finalmente, a la fosforilación a la PEPC (Fig. 21) (Giglioli-

Guivarc’h et al., 1996; Coursol et al., 2000; Echevarria y Vidal, 2003; Osuna et al., 2004).  

En plantas CAM existe una cascada de transducción similar a la encontrada en plantas 

C4 (Bakrim et al., 2001), aunque en el caso de las plantas CAM existe un control 

circadiano (Taybi et al., 2000) en el que el malato juega un papel esencial, cosa que no 

ocurre en las plantas C4 donde la mayor expresión de PPCK y la fosforilación de la PEPC 

C4 ocurren durante el período de luz (Bakrim et al., 2001). En plantas CAM, durante la 

noche, el ácido málico es transportado a la vacuola mediante un simporte acoplado a H+-

ATPasas del tonoplasto (Cushman y Bohnert, 1999), este proceso puede ser el 

responsable de la basificación del pH citosólico en el mesófilo, lo que induciría la 

expresión de PPCK, aumentando la fosforilación de la PEPC. Por el contrario, durante el 

día,  cuando el malato es liberado desde la vacuola al citosol, la expresión y actividad de 

la PEPCk, y el estado de fosforilación de la PEPC disminuyen (Giglioli-Guivarc’h et al., 

1996; Vidal y Chollet, 1997; Coursol et al., 2000). Los metabolitos, como el malato, no 

solo regulan la síntesis de PEPCk en plantas CAM, sino que también tienen efectos en 

algunas plantas C3 y C4 (Nimmo, 2003). 

Figura 21. Regulación de la PEPC por fosforilación reversible en plantas C4. La luz es el principal 

mecanismo regulador de la síntesis y actividad de PEPCk, al ser regulada por 3-PGA, por el pHc y por el 

[Ca2+]c, interviniendo también la enzima CDPK. La PEPCk fosforila a la PEPC en una serina en el extremo 

N-terminal de la proteína produciendo cambios en las propiedades cinéticas y de regulación de la enzima. 

La desfosforilación de la PEPC la realiza una PP2A. CDPK, proteína quinasa dependiente de calcio; 3-

PGA, 3-fosfoglicerato; pHc, pH citosólico; [Ca2+]c, Ca2+ citosólico; PP2A, fosfatasa de tipo 2A; G6P, 

glucosa 6-fosfato. Adaptado de Chollet et al., 1996. 
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En plantas C3, la regulación de la PEPCk es parecida a la de las plantas C4. Las PTPCs 

de plantas C3 también son fosforiladas por la PEPCk en la serina del mismo dominio, y 

la luz activa la síntesis de ésta. Proceso en el que intervienen también la basificación del 

citosol, el ciclo del inositol fosfato y el flujo de calcio  (Duff y Chollet, 1995; Zhang et 

al., 1995; Li et al., 1996; Osuna et al., 1996, 1999; Tripodi et al., 2005; Feria et al., 2016; 

Murmu y Plaxton, 2007; Shane et al., 2013).  

Además, se ha descrito un nuevo mecanismo de control de la expresión de PPCK, 

llamado iniciación alternativa de la transcripción. Este mecanismo ha sido descrito para 

otros genes en Arabidopsis (Lumbreras et al., 1995; Cunillera et al., 1997). Este 

mecanismo fue descrito en un gen PPCK de arroz (OsPPCK2). Éste presenta dos 

transcriptos distintos, uno corto (OsPPCK2-S) y otro largo (OsPPCK2-L). El transcrito 

OsPPCK2-S se detecta siempre y en todos los órganos, indicando funciones básicas en el 

mantenimiento celular, mientras que OsPPCK2-L se detecta en hojas en condiciones de 

iluminación. Además, la suplementación con nitrato de las hojas induce la expresión de 

ambos tipos de transcriptos y la falta de fosfato induce la expresión del transcrito 

OsPPCK2-S. Esto parece indicar que la iniciación alternativa de la transcripción tiene 

relevancia fisiológica en esta planta (Fukayama et al., 2006). 

Pese a que la luz es el principal regulador de la expresión de PPCK, también otros 

factores, como diferentes tipos de estrés, pueden modificar la expresión y la estabilidad 

de la PEPCk. En sorgo se ha demostrado que el estrés salino o el estrés por amonio 

aumentan la expresión y la estabilidad de la PEPCk (Monreal et al., 2007a, 2007b, 2013a; 

Arias-Baldrich et al., 2017).  

Nuestro grupo ha encontrado que la salinidad causa un gran aumento de la actividad 

PEPCk en hojas de sorgo (Echevarría et al., 2001; García-Mauriño et al., 2003). Este 

fenómeno podría estar implicado en la economía del carbono por el reciclaje del CO2 

respiratorio, puesto que en condiciones de estrés salino se produce una reducción drástica 

en el aporte fotosintético de carbono, como consecuencia del cierre estomático provocado 

por la salinidad. Una parte del aumento de la actividad PEPCk está asociado a una 

disminución en la degradación de la proteína, lo que se relaciona con un control negativo 

de la vía ubiquitina-proteosoma ejercido por el ABA (Monreal et al., 2007a; Feria et al., 

2008). Algunos de sus efectos sobre las células oclusivas de los estomas están regulados 

por NO (García Mata y Lamattina, 2001). El estrés salino incrementa el NO en el 

mesófilo, y dicho aumento se relaciona con la menor degradación de la PEPCk encontrada 

en dichas condiciones (Monreal et al., 2013b).  

6.2.2. Regulación postraduccional  

Pese a que el principal mecanismo de regulación se centra en la síntesis/degradación 

de la PEPCk, existen otros agentes que regulan la actividad de esta enzima. Su actividad 

se ve afectada por el pH, siendo su óptimo in vitro de 8 (Echevarria et al., 1994; Chollet 

et al., 1996). También se ve afectada indirectamente por metabolitos, como el malato, que 

inhibe la fosforilación de la PEPC (Echevarria et al., 1994; Chollet et al., 1996; Bakrim 

et al., 1998; Echevarria y Vidal, 2003) o la G6P, que revierte dicha inhibición (Echevarria 
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et al., 1994), aunque estos cambios se deben a cambios conformacionales de la PEPC 

provocados por esos metabolitos (Echevarria et al., 1994; Chollet et al., 1996; Bakrim et 

al., 1998; Echevarria y Vidal, 2003). Además, la PEPCk podría estar regulada mediante 

su fosforilación en el extremo C-terminal por una CDPK todavía desconocida (Monreal 

et al., 2013b).  

También existe un inhibidor proteico, de unos 100.000 kDa, de la PEPCk, que ha sido 

aislado en hojas de plantas C4 (maíz) y CAM (K. fedtschenkoi). Esta proteína interactúa 

directamente con la PEPCk, provocando una inhibición reversible.  Aunque no es un 

elemento esencial en la regulación luz/oscuridad ni circadiana de la PEPCk, parece que 

interviene en inhibir los niveles basales de actividad PEPCk presentes en oscuridad en 

plantas C4 y en luz en plantas CAM (Nimmo et al., 2001). Además, en PEPCk purificada 

de maíz se ha encontrado una posible regulación rédox, fenómeno que también se ha 

encontrado en F. trinervia. La PEPCk se inhibiría en condiciones oxidativas, mientras 

que se reactivaría por una reducción mediada por tiorredoxina (Saze et al., 2001). Otro 

mecanismo de regulación de la fosforilación de la PEPC por PEPCk podría estar asociado 

a la propia interacción entre la PEPCk y la PEPC, debido a la existencia de un sitio 

secundario de interacción, encontrado en el extremo C-terminal de la PEPC y cuya 

presencia es necesaria para que se dé la fosforilación de la PEPC (Li et al., 1997; Álvarez 

et al., 2003).  

6.2.3. Regulación de la degradación  

Aún no existe un amplio conocimiento sobre los mecanismos de regulación de la 

cantidad de PEPCk y existen pocos trabajos que estudien la degradación de esta proteína. 

Utilizando ensayos de actividad PEPCk in vitro con 32P-ATP, se han logrado revelar dos 

especies moleculares de PEPCk con diferente peso molecular: 30 y 37 kDa, en plantas 

como maíz (Z. mays), tabaco (N. tabacum) o soja (G. max) (Li y Chollet, 1993, 1994; Li 

et al., 1996; Zhang y Chollet, 1997; Agetsuma et al., 2005). Sin embargo, de todos los 

genes PPCK identificados ninguno codifica una proteína de 37 kDa. La detección de una 

proteína de este tamaño podría estar asociada a una modificación covalente de la PEPCk 

de 30 kDa, por ejemplo, por la unión de la ubiquitina (76 aminoácidos, 6 kDa), lo que 

indicaría que la PEPCk podría degradarse por la ruta proteolítica del proteosoma 26S. En 

este sentido, Agetsuma et al., (2005), utilizando una PEPCk recombinante de F. trinervia 

expresada en E.coli, sugieren que la PEPCk podría ser degradada vía ubiquitina-

proteosoma. Asimismo, nuestro grupo ha descrito la regulación de la actividad PEPCk 

mediante el control de la degradación de la PEPCk mediado por ABA, este disminuye la 

velocidad de la degradación de la PEPCk (Monreal et al., 2007a).  
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7. LA PEPC Y PEPCk EN EL ESTRÉS ABIÓTICO  

7.1. Estrés por metales y por falta de fósforo 

Las respuestas de las plantas frente al estrés por metales (cadmio y aluminio) y por 

deficiencia de fósforo tienen en común la síntesis y secreción a la rizosfera de ácidos 

orgánicos, siendo este proceso en el que la enzima PEPC jugaría un papel importante 

(Begum et al., 2009; López-Arredondo et al., 2014; Willick et al., 2019). Estos ácidos 

orgánicos cumplen funciones distintas en ambos tipos de estrés, mientras que en el estrés 

por cadmio y aluminio los ácidos orgánicos actúan como quelantes de los iones metálicos 

para evitar los efectos tóxicos de estos (Kochian et al., 2015; Bali et al., 2020); en el estrés 

por deficiencia de P los ácidos orgánicos aumentan la solubilización de éste (López-

Arredondo et al., 2014).  

7.1.1. Estrés por cadmio y aluminio 

La síntesis de ácidos orgánicos como respuesta a la presencia de metales 

biodisponibles como el cadmio y el aluminio es común en una gran diversidad de plantas 

[Oryza sativa (Liu et al., 2007), Halimione portulacoides (Duarte et al., 2007), 

Arabidopsis thaliana (Kobayashi et al., 2007), Glycine max (Yang et al., 2000; Liao et 

al., 2006), Zea mays (Cheng et al., 2018), Brassica napus (Ehsan et al., 2014), Sorghum 

bicolor (de Carvalho Gonçalves et al., 2005), Triticum aestivum o Phaseolus vulgaris 

(Kochian et al., 2015)], actuando como quelantes de los iones metálicos tanto en la 

rizosfera como en el interior de la planta (Rauser, 1999; Sanitá di Toppi y Gabbrielli, 

1999; Kochian et al., 2015; Bali et al., 2020). La PEPC juega en este caso un papel 

relevante en la reposición de los esqueletos de carbono permitiendo la síntesis de estos 

ácidos de forma más eficiente.  En Arabidopsis se ha demostrado que el cadmio induce 

la expresión de AtPPC1 en hojas y raíces y de AtPPC3 en raíces, lo que se traduce en un 

aumento de la actividad PEPC, especialmente en raíces (Willick et al., 2019), resultados 

similares han sido obtenidos en Lycopersicon esculentum (López-Millán et al., 2009), 

Oryza sativa (Huang et al., 2017c), Zea mays (Nocito et al., 2008). También se ha 

encontrado que el aluminio induce la expresión y la actividad PEPC en cultivares 

tolerantes a este metal de Glycine max (Ermolayev et al., 2003; Wang et al., 2016), 

similares resultados fueron obtenidos en sorgo (de Carvalho Gonçalves et al., 2005) y en 

maíz (Xu et al., 2018b). Además, la sobreexpresión de la PEPC C4 en arroz aumenta la 

tolerancia de éste al estrés por aluminio (Begum et al., 2009).  

El incremento en la actividad PEPC como respuesta a los metales no solo está 

asociado al aumento en su expresión y cantidad, sino también a cambios en su estado de 

fosforilación. En Arabidopsis, el cadmio también induce un incremento de la expresión 

de AtPPCK1 y AtPPCK2 en raíces, demostrando que la fosforilación de la PEPC está 

involucrada también en la respuesta frente a este metal (Willick et al., 2019). En arroz 

también se ha encontrado que el cadmio induce a OsPPCK2 (Huang et al., 2017c). 

Nuestro grupo ha encontrado que las PPCK de sorgo también fueron inducidas por 

aluminio (Pérez-López et al. 2019).  
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7.1.2. Estrés por deficiencia de fósforo  

La respuesta de la PEPC en la deficiencia de fósforo es común en un gran número de 

especies vegetales, habiendo sido demostrado el aumento de expresión, actividad y 

cantidad de PEPC en Brassica nigra, Brassica napus, Arabidopsis thaliana, Cicer 

arietinum, Triticum aestivum, Lupinus albus, Nicotiana sylvestris, Lycopersicon 

esculentum, Hordeum vulgare o Zea mays (Duff et al., 1989; Usuda y Shimogawara, 

1992; Pilbeam et al., 1993; Johnson et al., 1996; Neumann y Römheld, 1999; Moraes y 

Plaxton, 2000; Toyota et al., 2003; Uhde-Stone et al., 2003; Peñaloza et al., 2005; 

Morcuende et al., 2007; Ma et al., 2021).  

Bajo la deficiencia de P, la PEPC tiene distintos papeles: La PEPC constituye un 

bypass metabólico, junto a la malato deshidrogenasa y a la enzima NAD-málico, frente a 

la piruvato quinasa citosólica (PKc) limitada por ADP, lo que mantiene el flujo de 

piruvato al ciclo del TCA; al mismo tiempo permite el reciclaje de Pi obtenido en la 

reacción catalizada por la PEPC; finalmente, como aspecto más importante y como se ha 

explicado anteriormente, la inducción de la PEPC está asociada con la síntesis y secreción 

a la rizosfera de grandes cantidades de ácidos orgánicos (ácido málico y cítrico) para 

solubilizar el P del suelo (Gregory et al., 2009; Liang et al., 2014; López-Arredondo et 

al., 2014; Ma et al., 2021).  

Además, el aumento de la actividad PEPC bajo el déficit de P no solo está asociado 

con un aumento de su síntesis, sino también con un incremento de su actividad asociado 

a un mayor estado de fosforilación de la enzima (Morcuende et al., 2007; Gregory et al., 

2009).  

En Arabidopsis, se ha comprobado que la deficiencia de P además de inducir a 

AtPPC1 en hojas y raíces, y de AtPPC3 en raíces, induce considerablemente la expresión 

de AtPPCK1 y 2. Esto tiene como resultado un aumento de la actividad PEPC por 

incremento de la cantidad y del estado de fosforilación de la misma (Gregory et al., 2009). 

La fosforilación de la PEPC en respuesta al déficit de P ha sido encontrada también en 

otras especies como en Lupinus albus (Uhde-Stone et al., 2003), en Hordeum vulgare 

(Ma et al., 2021), en Cucumis melo (Fita et al., 2012),  en Citrus sinensis (Yang et al., 

2012) o en Lupinus albus y Oryza sativa (Plaxton y Tran, 2011). En este sentido (Chen 

et al., 2007) identificaron el factor de transcripción BHLH32, que actúa como un 

regulador negativo de varios genes inducibles por falta de P entre los que se encuentran 

AtPPCK1 y AtPPCK2.  Sin embargo, en otras especies vegetales proteínas de la familia 

de BHLH (PTF1) regulan a las PPCK en sentido opuesto, es decir inducen su expresión 

bajo la deficiencia de P (Liang et al., 2014), como sucede en arroz y maíz (Li et al., 2011; 

Plaxton y Tran, 2011).   

7.2. Estrés salino 

La PEPC interviene también en diversas respuestas frente a la salinidad en diversas 

especies vegetales. Por ejemplo, se ha descrito aumento en los niveles de PEPC en sorgo 

tratado con sal (Amzallag et al., 1990), en maíz con estrés osmótico (Sankhla y Huber, 
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1975), en relación con un incremento en el contenido de prolina (Rodríguez-Penagos y 

Muñoz-Clares, 1999). También se han obtenido resultados similares en cebada (Popova 

et al., 1995) o en Aleuropus litorales (Sankhla y Huber, 1975). Las implicaciones de la 

PEPC bajo este estrés serían: captura y reciclaje de CO2 respiratorio, síntesis de malato 

para mantener un equilibrio de cargas, suministro de esqueletos carbonados para la 

síntesis de osmolitos compatibles, como la prolina (Liu et al., 2017).  

El incremento de la actividad PEPC viene dado también por cambios en su estado de 

fosforilación. En nuestro grupo se ha comprobado que en las hojas de sorgo aclimatado a 

estrés salino aumenta la actividad PEPC, siendo más importantes los cambios en el estado 

de fosforilación de la PEPC y de la actividad PEPCk (Echevarría et al., 2001). Este 

aumento de la fosforilación y por ende de la actividad de la PEPC conlleva un incremento 

en la síntesis de malato a partir del CO2 respiratorio en oscuridad. Este malato es utilizado 

en el siguiente período de luz, por lo que contribuye positivamente al balance global del 

carbono de la planta (García-Mauriño et al., 2003). También en nuestro grupo se ha 

demostrado que en el estrés salino el ABA disminuye la degradación de la PEPCk, 

permitiendo su acumulación en estas condiciones (Monreal et al., 2007a; Feria et al., 

2008), además también la molécula señal NO participaría en el aumento de la actividad 

PEPCk y de la fosforilación de la PEPC en hojas de sorgo bajo estrés salino  (Monreal et 

al., 2013b). 

También la PEPC juega un papel importante en raíces de plantas tratadas con sal. En 

nuestro grupo se estudiaron Arabidopsis silvestres y mutantes Salk de distintas enzimas 

de PEPC y PEPCk con lo que se logró demostrar que la sal inducía la expresión y la 

fosforilación de la PEPC, por lo que aumentaba su actividad. En esta investigación se 

demostró la importancia en concreto de la isoenzima PPC3 frente a la respuesta a 

salinidad, mostrando que esta enzima era esencial en la síntesis de malato en las raíces 

como respuesta al estrés salino, respuesta que se daba en la Arabidopsis silvestre, pero no 

en la mutante ppc3- (Feria et al., 2016). Una posible razón del aumento de la PEPC y de 

la síntesis de malato es que éste podría actuar como un osmolito vacuolar (Doubnerová y 

Ryšlavá, 2011), disminuyendo el potencial hídrico celular y promoviendo por tanto la 

absorción de agua por parte de la planta. En este sentido, nuestro grupo de investigación 

ha demostrado también que la PPC3 de sorgo juega un papel esencial en la respuesta a 

salinidad. Este estrés indujo la actividad PEPC en raíces y además esta actividad pudo 

asociarse a la expresión de PPC3, puesto que esta respuesta desaparecía en las plantas con 

el gen PPC3 silenciado (de la Osa et al., 2022). En este trabajo, se encontró que las líneas 

con este gen silenciado eran más sensibles al estrés por salinidad, demostrando la 

importancia de esta isoforma frente al estrés por salinidad en sorgo.  
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La PEPC es una enzima central en el metabolismo, cuyo papel en la fotosíntesis de 

plantas C4 y CAM se encuentra ampliamente estudiado, pero que también presenta otras 

muchas funciones en distintos tejidos y contextos fisiológicos. Estudios realizados por 

nuestro grupo han mostrado la importancia de la isoforma PPC3 en el metabolismo no 

fotosintético, en el crecimiento, en la formación y germinación de las semillas y en la 

respuesta a diferentes condiciones de estrés abiótico. Así mismo, todas estas funciones 

hacen que la PEPC se encuentre altamente regulada. Uno de esos mecanismos consiste 

en las modificaciones postraduccionales, la más conocida de todas es la fosforilación. 

Ésta es llevada a cabo por la enzima PEPCk. Todo ello nos ha llevado a investigar el papel 

de la isoforma PPC3 en respuesta a distintos estreses abióticos y caracterizar las funciones 

de SbPPCK1-3 en un importante cereal empleado como modelo, el sorgo. En este sentido, 

se proponen los siguientes objetivos para esta tesis doctoral.  

1. Estudiar las respuestas al estrés por metales (cadmio y aluminio) en plantas de 

sorgo con el gen SbPPC3 silenciado y evaluar la función de PPC3 en las mismas.  

2. Investigar la respuesta de plantas de sorgo con el gen SbPPC3 silenciado a la 

ausencia de fósforo o a la presencia de una fuente insoluble de fósforo, 

determinando el papel de PPC3 en las mismas 

3. Obtener plantas de sorgo con los genes SbPPCK1-3 silenciados mediante la 

técnica del ARN interferente, confirmar y cuantificar el nivel de silenciamiento 

logrado de estos genes y conseguir líneas homocigotas para su caracterización 

4. Caracterizar las consecuencias del silenciamiento de SbPPCK1-3 en plantas de 

sorgo. Estudiar sus efectos sobre el crecimiento vegetativo, y sobre el tiempo de 

floración y la producción y la calidad de las semillas.  

5. Analizar la respuesta a estreses abióticos en las líneas de sorgo con los genes 

SbPPCK1-3 silenciados y analizar los efectos del silenciamiento sobre la 

fosforilación de la PEPC en estas condiciones de estrés.  
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1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO  

1.1. Material vegetal  

La especie vegetal utilizada en este trabajo ha sido el cereal C4 Sorghum bicolor L. 

Moench (sorgo), cultivar público P898012 (USDA). Este cultivar fue el empleado para la 

obtención de todas las líneas silenciadas empleadas en esta Tesis: las líneas Ppc3, las 

cuales presentan el gen SbPPC3 silenciado, obtenidas y descritas en trabajos anteriores 

de nuestro grupo de investigación (de la Osa et al., 2022), y las líneas Ppck, con los genes 

SbPPCK1-3 silenciados cuya obtención y caracterización inicial se desarrollan en este 

trabajo. Todas las líneas silenciadas se han obtenido mediante la técnica del ARN de 

interferencia (ARNi). 

1.1.1. Obtención de la línea transgénica Ppc3 

La obtención de las líneas Ppc3 de sorgo se llevó a cabo en colaboración con el 

Servicio de Transformación de Plantas de la Universidad de Missouri (EEUU), utilizando 

el vector pFGC161, diseñado para silenciar genes en cereales (Do et al., 2016). El 

plásmido generado (pFGC161-PPC3) contiene el casete hpARNi en el que se insertó un 

fragmento de 300 pb (nucleótidos 1260 a 1560 de la región codificante CDS) en la 

orientación sentido y anti-sentido procedente del gen SbPPC3 de sorgo (Sb04g008720). 

Este vector se empleó para transformar los embriones inmaduros de sorgo y generar 

plantas modificadas genéticamente. Se obtuvieron 14 líneas independientes (T1) que 

portaban el inserto. En el trabajo de de la Osa et al. (2022), estas 14 líneas fueron 

clasificadas según el nivel de silenciamiento que mostraban para el gen SbPPC3 en 

comparación con las plantas silvestres (WT), siendo la línea Ppc3-1 la que mostraba 

mayor nivel de silenciamiento y Ppc3-14 la que mostraba menor silenciamiento. Para este 

trabajo de Tesis se han utilizado las 2 líneas que presentaban mayor grado de 

silenciamiento, Ppc3-1 y Ppc3-2, que mostraban una reducción en la expresión del gen 

SbPPC3 en torno al 90% respecto a la línea WT (de la Osa et al., 2022). Tras 2 eventos 

de autofecundación, se obtuvieron líneas homocigotas T3 para la presencia del inserto 

que son las utilizadas en este trabajo de Tesis.   

1.1.2. Obtención de la línea transgénica Ppck 

De forma similar a las plantas Ppc3, las líneas de sorgo Ppck fueron obtenidas en 

colaboración con el Servicio de Transformación de la Universidad de Missouri (EEUU), 

utilizando también el vector pFGC161 (Do et al., 2016). En este caso, se insertó la región 

codificante (CDS) completa del gen SbPPCK1 de sorgo (855 pb) en el casete hpARNi en 

orientación sentido y anti-sentido. Al igual que en el caso anterior, este vector (pFGC161-

PPCK) fue empleado para transformar los embriones inmaduros de sorgo y obtener líneas 

de sorgo modificadas genéticamente.  En esta ocasión se lograron obtener 12 líneas 

independientes de la generación T1, que serían utilizadas para su caracterización y 

selección de aquellas con un mayor nivel de silenciamiento. Las plantas con un mayor 

grado de silenciamiento, junto a la WT, fueron autopolinizadas para recolectar semillas 

homocigotas correspondientes a la T2 y a la T3, generaciones que continuaron siendo 

caracterizadas.  
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1.2. Condiciones generales de cultivo hidropónico 

Las semillas de sorgo fueron esterilizadas usando lejía con detergente comercial 

al 50 % (v/v) durante 30 min. Posteriormente, las semillas se lavaron dos veces con agua 

destilada, seguido de un lavado con una dilución de 10 mM de HCl, y finalmente de seis 

lavados con agua destilada (Abdul-Baki, 1974). Una vez esterilizadas, las semillas se 

colocaron en placas de Petri con papel de filtro, previamente esterilizado y empapado en 

agua destilada estéril, manteniéndose en oscuridad durante 72 h a 25 ºC para la 

germinación de las semillas. Tras este tiempo, las semillas germinadas fueron traspasadas 

a un sistema hidropónico de Araponic® (Tocquin et al., 2003) usando una solución 

nutritiva con nitrato como única fuente de N (Hewitt, 1966) y agarosa 0,65 % (p/v) como 

sustrato en los soportes para semillas.  Las plántulas se mantuvieron en este sistema 

hidropónico durante siete días. Tras este tiempo, las plantas fueron transferidas a botes de 

polietileno de 1 L con un medio de cultivo determinado y durante un tiempo variable, en 

función del tratamiento. Las plantas crecieron hidropónicamente bajo un ciclo de 12 h de 

luz (28 ºC, 60% de humedad relativa) y 12 h de oscuridad (20 ºC, 70% de humedad) en 

cámara de cultivo. La intensidad de luz fue de 350 μmol de fotones m-2 s-1 PAR. Las 

medidas de altura de la planta se realizaron desde la base del tallo hasta la punta de la 

hoja más alta. En la medida de la longitud de raíces se midió la raíz más larga. El 

incremento de altura de la planta o de longitud de las raíces se calculó como la medida en 

el tiempo final menos la del inicio del tratamiento. El peso fresco (PF) fue medido al 

finalizar el tratamiento. El peso seco (PS) se calculó secando muestras de hojas y raíces 

en una estufa a 60 ºC durante una semana.  

1.2.1. Condiciones de cultivo de cada tratamiento   

Tratamiento de estrés por aluminio 

Para el tratamiento con aluminio, las plántulas de sorgo de 3 días fueron cultivadas 

durante 7 días en el sistema hidropónico Araponic®, posteriormente se transfirieron a un 

cultivo hidropónico en bote de polietileno de 1 L con medio Hewitt (Tabla 2; Hewitt, 

1966) durante cuatro días. Después de este tiempo, la solución nutritiva fue sustituida por 

un medio consistente en 1 mM CaCl2, 5 µM H3BO3 a pH 4,5 sin o con AlCl3, para la 

situación control y el tratamiento, respectivamente (Yang et al., 2000, 2001; Eticha et al., 

2010; You et al., 2011; Xu et al., 2018b; Zhou et al., 2018). Este medio, carente de 

nutrientes, fue empleado para evitar las interacciones entre el aluminio y otras sales como 

el fosfato, motivo también por el que se realizó un tratamiento de tan solo 48 h, esperando 

poder observar así únicamente los efectos causados por la toxicidad de este metal y no 

por deficiencias nutricionales (Kochian et al., 2005). En primer lugar, se utilizó la planta 

WT y un gradiente de concentraciones de AlCl3 (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 y 2 mM). 

Finalmente, se emplearon las plantas WT y las líneas silenciadas (Ppc3-1 y Ppc3-2) sin 

o con 1 mM de AlCl3. En la tabla 2 se muestra la composición de las distintas soluciones 

nutritivas. Para los estudios de germinación bajo estrés por aluminio las semillas, una vez 

esterilizadas, se embebieron en distintas soluciones que contenían 0,5 ó 1 mM AlCl3.  
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Tratamiento de estrés por cadmio 

Para el tratamiento con cadmio se emplearon plantas de sorgo de tres semanas. 

Las plántulas de 3 días, después de siete días en el sistema hidropónico Araponic®, fueron 

trasplantadas a un cultivo hidropónico en bote de polietileno de 1 L con medio Hewitt 

(Hewitt, 1966) durante otros siete días. Tras este tiempo, las plantas fueron sometidas al 

tratamiento de cadmio durante siete días (Zhan et al., 2017), tras el cual se recolectó el 

tejido (hojas y raíces). En primer lugar, se utilizó únicamente la variedad WT, empleando 

distintas concentraciones de acetato de cadmio (0, 25, 50 y 100 μM). Finalmente, se 

utilizaron las plantas WT y las líneas silenciadas Ppc3-1 y Ppc3-2 con o sin 100 μM de 

acetato de cadmio añadido sobre el medio Hewitt empleado en el tratamiento control. En 

la tabla 2 se muestra la composición de las distintas soluciones nutritivas. Para los 

estudios de germinación bajo estrés por cadmio, las semillas, una vez esterilizadas, se 

embebieron en distintas soluciones que contenían 0,5 o 1 mM acetato de cadmio. 

Condiciones de cultivo para la obtención de exudados en los tratamientos de 

aluminio y cadmio 

Semillas de sorgo (WT, Ppc3-1 y Ppc3-2) esterilizadas se germinaron durante 3 días 

en papel de filtro humedecido con agua en placas de Petri en oscuridad. Tras esto, las 

semillas con una germinación homogénea se trasplantaron a tubos de 50 ml envueltos en 

papel aluminio que contenían 35 ml de medio Hewitt (1966), donde se mantuvieron 

durante 5 días. A las plantas tratadas con cadmio se les añadió 100 µM de acetato de 

cadmio en medio Hewitt, manteniéndose en estas condiciones durante otros 5 días, 

mientras que las tratadas con aluminio se mantuvieron en medio Hewitt durante ese 

tiempo. Por último, se sustituyó el medio Hewitt en todos los tubos por un medio control 

de 1 mM CaCl2, 5 µM H3BO3 a pH 4,5, añadiendo 100 µM de cadmio o 1 mM de 

aluminio, para los tratamientos de cadmio o aluminio, respectivamente, y las plantas se 

mantuvieron en estas condiciones durante dos días para obtener los exudados radicales 

liberados durante este tiempo. Finalmente, se recogió y liofilizó el medio de cultivo para 

la determinación de los ácidos orgánicos exudados por las raíces mediante espectrometría 

UHPLC-MS, como se indica en el apartado 11, y, además, se recogió el tejido de las 

raíces para pesar el tejido y medir la actividad PEPC.  

Tratamiento de estrés por falta de fósforo 

En primer lugar, se realizó un gradiente de concentraciones de fosfato soluble 

(100, 300, 600 y 1340 µM de NaH2PO4) y de fosfato insoluble (50, 150, 300 y 670 µM 

de Ca3(PO4)2), utilizando como base para el resto de nutrientes esenciales distintos al P 

el medio de cultivo Hewitt (1966). Finalmente, para el tratamiento por deficiencia de 

fósforo se usaron tres condiciones distintas: control con medio Hewitt (C), que contenía 

1340 µM de NaH2PO4; sin fosfato (- P), que contenía el mismo medio Hewitt sin 

NaH2PO4; y con fosfato insoluble (PCa), que contenía medio Hewitt sin P al que se le 

añadió 0,67 mM de Ca3(PO4)2 como fuente de fósforo. En todas las condiciones, se 

emplearon plantas crecidas previamente durante 7 días en el sistema hidropónico 

Araponic® en medio Hewitt control, que posteriormente fueron trasplantadas a un cultivo 
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hidropónico en botes de 1 L con cada uno de los tratamientos (C, -P y PCa). En estas 

condiciones se mantuvieron durante tres semanas, renovando el medio de cultivo cada 7 

días. El material vegetal (hojas y raíces) fue recolectado al finalizar el tratamiento. En la 

tabla 2 se muestra la composición de las distintas soluciones nutritivas.  

Tratamiento de estrés salino  

Para los tratamientos de salinidad, la concentración de NaCl se aumentó de forma 

gradual hasta llegar a una concentración máxima de 257 mM. Para ello, después de siete 

días en el sistema hidropónico Araponic® con medio Hewitt (1966), las plantas fueron 

trasplantadas a un cultivo hidropónico en bote de polietileno de 1 L con el mismo medio 

al que se le añadió 86 mM de NaCl durante 3 días; posteriormente la concentración de 

NaCl se elevó a 172 mM durante 7 días; finalmente se añadió 257 mM de NaCl, 

manteniéndose durante 5 días. Al finalizar el tratamiento se recogió el material vegetal 

(hojas y raíces). En los experimentos que se indica, las hojas cortadas se iluminaron antes 

de realizar las distintas mediciones. Para esto, las hojas fueron transferidas directamente 

a una cubeta de 3 ml con 10 mM Tris-HCl pH 8, luego se iluminaron durante 2 h (320 

μmol de fotones m-2 s-1 PAR) o se mantuvieron en oscuridad el mismo tiempo. En la tabla 

2 se muestra la composición de las distintas soluciones nutritivas.  

Tabla 2. Composición del medio de cultivo de sorgo. Composición del medio de cultivo de sorgo (Hewitt, 

1966) para la condición control y de los medios empleados para los distintos tratamientos.  

 

 

1.3. Condiciones de cultivo en invernadero 

Las plantas de sorgo empleadas para la obtención de semillas se cultivaron en macetas 

con tierra y crecieron con una temperatura máxima de 28 º C durante el fotoperiodo (12 

h) y mínima de 18 ºC durante el periodo de oscuridad. Las semillas secas se recolectaron 
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 Macronutrientes (mM) Tratamientos (mM) 

 KNO3 Ca(NO3)2 MgSO4 NaH2PO4 CaCl2 AlCl3 Cd(CH3CO2)2 Ca3(PO4)2 NaCl 

Control 5 5 2 1,34 - - - - - 

Aluminio - - - - 1 1 - - - 

Cadmio 5 5 2 1,34 - - 0,1 - - 

Sin fosfato 5 5 2 - - - - - - 

PCa 5 5 2 - - - - 0,67 - 

86 mM NaCl 5 5 2 1,34 - - - - 86 

172 mM NaCl 5 5 2 1,34 - - - - 172 

257 mM NaCl 5 5 2 1,34 - - - - 257 

 Micronutrientes (mM) 

 MnSO4·H2O CuSO4·5H2O ZnSO4·7H2O H3BO3 CoSO4·7H2O Na2MoO4 NaCl FeNa-EDTA 

Control 10-2 10-3 10-3 5·10-2 2·10-4 5·10-5 0,1 0,1 

Aluminio - - - 5·10-3 - - - - 

Cadmio 10-2 10-3 10-3 5·10-2 2·10-4 5·10-5 0,1 0,1 

Sin fosfato 10-2 10-3 10-3 5·10-2 2·10-4 5·10-5 0,1 0,1 

PCa 10-2 10-3 10-3 5·10-2 2·10-4 5·10-5 0,1 0,1 

NaCl 10-2 10-3 10-3 5·10-2 2·10-4 5·10-5 0,1 0,1 
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pasados 6-7 meses. Para evitar que se produjese el cruzamiento entre las distintas líneas 

de sorgo, las espigas se cubrieron con bolsas de papel transpirable, de manera que estas 

se auto-polinizaban.  

2. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS CRUDOS 

Los extractos proteicos de hojas y raíces se obtuvieron homogeneizando 0,1 y 0,5 g 

de tejido, respectivamente, en un mortero a 4 ºC con 0,5 ml de tampón de extracción que 

contenía Tris-HCl 0,1 M pH 7,5, glicerol al 5 % (v/v), ácido etilendiaminotetracético 

(EDTA) 1 mM y MgCl2 10 mM, suplementado con fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF) 1 mM, quimostatina 16,5 µM y leupeptina 2,2 µM como inhibidores de proteasas, 

ditiotreitol (DTT) 10 mM y fluoruro de potasio (KF) 50 mM.  El homogenado se 

centrifugó a 15.000 rpm durante 5 min a 4 ºC. El sobrenadante obtenido es el extracto 

crudo.   

3. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

La purificación de la PEPC C4 desfosforilada se realizó a partir de hojas de sorgo de 

plantas en oscuridad.  Se homogeneizaron 20 g de hojas en 100 ml de tampón A, 

conteniendo Hepes-KOH 50 mM pH 8, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM, EDTA 5 Mm, ácido 

etilenglicoltetraacético (EGTA) 1 mM, glicerol al 10 % (v/v), PMSF 1 mM, leupeptina 

2,2 µM y quimostatina 16,5 µM, a 4 ºC. El homogenado se centrifugó a 48.000 g durante 

15 min a 4 ºC, al sobrenadante se añadió polietilenglicol 8.000 al 8,5 % (p/v). Se mantuvo 

en agitación 30 min y se volvió a centrifugar a 48.000 g durante 30 min a 4 ºC. Al 

sobrenadante se le volvió a añadir polietilenglicol 8.000 al 20 % (p/v), y se centrifugó 

como en el paso anterior, conservándose en este caso el precipitado obtenido.   

Para la purificación se utilizó un FPLC NGCTM Chromatoraphy System (Bio-Rad). El 

pellet obtenido se resuspendió en tampón B, conteniendo Hepes-KOH 50 mM pH 8 y 

KH2PO4 5 mM, y la solución resultante fue cargada a 2 ml min-1 en una columna de 

hidroxiapatito cerámica de tipo II (intercambio catiónico, Bio-Rad) de 10 ml de volumen, 

pre-equilibrada en tampón B. La columna se lavó con tampón B al que se adicionó 150 

mM de NaCl hasta que el valor de absorbancia A280 disminuyó al valor basal. Las 

proteínas que habían sido retenidas en la columna fueron eluidas empleando un gradiente 

de tampón C que contenía Hepes-KOH 50 mM pH 8, NaCl 150 mM y KH2PO4 0,5 M. 

Las fracciones correspondientes al pico de actividad PEPC se agruparon y se 

concentraron mediante centrifugación (4.000 rpm, 10 min) usando columnas de exclusión 

Amicon Ultra-15, con filtro de 100 kDa (Millipore). 

A continuación, la muestra se cargó a 1 ml min-1 en una columna de débil intercambio 

aniónico Fractogel EMD DEAE (S) de 10 ml (Merck), pre-equilibrada en tampón D que 

contenía Tris-HCl 100 mM pH 8, MgCl2 5 mM, KCl 50 mM, DTT 1 mM, EDTA 5 mM, 

EGTA 1 mM, glicerol 10 % (v/v), PMSF 1 mM, leupeptina 2 µM y quimostatina 16 µM. 

Las proteínas se eluyeron con un gradiente lineal (5 volúmenes de columna) de tampón 

E, conteniendo tampón D y KCl 1 M. Las fracciones correspondientes al pico de actividad 

PEPC se agruparon y se concentraron de nuevo en columnas de exclusión Amicon Ultra-
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15, con filtro de 100 kDa centrifugando 10 min a 4.000 rpm. El concentrado así obtenido 

se diluyó hasta un volumen final de 5 ml de tampón D, y se cargó a 1 ml min-1 en una 

columna de fuerte intercambio aniónico Macro-Prep High Q Support (Bio-Rad) de 5 ml. 

Las proteínas retenidas en la columna fueron eluidas con un gradiente lineal (5 

volúmenes) de tampón E. Las fracciones correspondientes al pico de actividad PEPC se 

agruparon y se concentraron centrifugando 10 min a 4.000 rpm en una columna de 

exclusión Amicon Ultra-15 con flitro de 100 kDa. El sobrenadante obtenido se diluyó 

hasta un volumen de 1 ml con Tris-HCl 100 mM pH 8. La solución final de PEPC se 

diluyó al 50 % de glicerol y se conservó a 20 º C hasta su uso.  

4. ENSAYOS ENZIMÁTICOS  

4.1. Determinación de la actividad PEPC  

La actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) se determinó utilizando un ensayo 

acoplado a la enzima malato deshidrogenasa (MDH). La MDH reduce el oxalacetato 

producido por la PEPC a L-malato con oxidación de nicotinamida adenina dinucleótido 

(NADH), reacción con estequiometría equimolar. Se registró la oxidación del NADH en 

un lector de placas (Molecular Devices) a 340 nm en 0,2 ml de un medio de reacción que 

contenía HEPES-KOH 0,1 M pH 8, PEP 2,5 mM, NaHCO3 1 mM, MgCl2 5 mM, NADH 

0,2 mM y 5 U ml-1 de MDH (Echevarria et al., 1994), siendo el coeficiente de extinción 

del NADH a 340 nm de 6,23 µmol-1 ml cm-1. El ensayo se inició con la adición del 

extracto curdo o solución que contenía PEPC, y se registró la oxidación del NADH 

durante 5 min a 30 ºC. Una unidad de enzima (U) se define como la cantidad de PEPC 

que cataliza la carboxilación de 1 µmol de PEP por minuto a pH 8 y 30 ºC.  

4.2. Determinación de la actividad PEPCk 

4.2.1. Actividad PEPCk in vitro 

La actividad PEPCk se determinó mediante la tinción de proteínas fosforiladas con 

Pro-Q Diamond. Para ello, un volumen de extracto crudo correspondiente a 50 µg de 

proteínas se incubó durante 1 h a 30 ºC en un medio de reacción formado por Tris-HCl 

100 mM pH 7,5, 20 % glicerol (v/v), MgCl2 5 mM, DTT 4 mM, KF 4 mM, EGTA 1 mM 

y 0,4 U de PEPC C4 no fosforilada purificada de hojas de sorgo. La reacción de 

fosforilación se inició con la adición de 1 mM de ATP. La reacción se detuvo calentando 

la muestra a 95 ºC durante 5 min en presencia de tampón de disociación Tris-HCl 50 mM 

pH 6,8 glicerol al 10 % (v/v), docecilsulfato sódico (SDS) al 2 % (p/v), β-mercaptoetanol 

100 mM y azul de bromofenol al 0,1 % (p/v). Las proteínas desnaturalizadas se separaron 

mediante geles de poliacrilamida SDS-PAGE (apartado 5.1). 

En primer lugar, se detectaron las proteínas fosforiladas mediante la tinción de los 

geles con el colorante fluorescente Pro-Q Diamond (Invitrogen-Molecular Probes, 

Carlsbad, CA, USA). Para ello, los geles de poliacrilamida se incubaron durante 12 h en 

solución de fijación, que contenía ácido acético al 10% y metanol al 50%. Posteriormente, 

se realizaron 3 lavados con agua destilada de 10 min cada uno y los geles se incubaron 

con 10 ml de ProQ Diamond durante 1,5 h en oscuridad. Por último, se realizaron dos 
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lavados de 30 min cada uno con solución destaining que contenía acetato de sodio 50 mM 

a pH 4 y acetonitrilo al 20%. Finalmente, se realizaron dos lavados con agua destilada de 

5 min de duración cada uno. Todo el proceso fue realizado a temperatura ambiente, en 

agitación y en oscuridad. Posteriormente, el gel fue revelado en el analizador de imágenes 

Fuji FLA-5100 (Fuji, Tokyo) utilizando un láser de 532 nm. 

Tras la detección de las proteínas fosforiladas, los mismos geles se utilizaron para 

analizar el contenido total de proteínas. Para ello, los geles se incubaron toda la noche en 

primer lugar en una solución de SDS al 0,05% (p/v) para retirar el ProQ Diamon unido a 

los residuos fosfato de las proteínas. Posteriormente, fueron sumergidos en 25 ml de una 

dilución 1:5000 de SYPRO Ruby (Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) en 

ácido acético al 7,5% (v/v) durante 1 h en agitación y en oscuridad. El gel se lavó con 

ácido acético al 7,5% y se mantuvo en esta solución hasta su revelado en el mismo 

analizador de imágenes Fuji FLA-5100 (Fuji, Tokyo) utilizando nuevamente un láser de 

532 nm. 

Para el análisis y cuantificación de las bandas de los geles de electroforesis revelados 

en ambas tinciones, se empleó el programa MultiGauge V3.0 (Fujifilm). El cálculo del 

ratio ProQ/Sypro se realizó dividiendo la señal detectada para ambas tinciones con dicho 

programa para cada muestra cargada en el gel. Por último, estos datos fueron relativizados 

respecto al ratio ProQ/Sypro de la planta WT en condiciones control, otorgándole a ésta 

un valor del 100 %.  

4.2.2. Determinación del grado de fosforilación in vivo de la PEPC. Test malato 

En este test se estima la sensibilidad (IC50) de la PEPC a su inhibidor alostérico L-

Malato. El valor de IC50 indica la concentración de L-malato requerida para inhibir al 

50% la actividad de la enzima.  Para el cálculo de este parámetro, se determinó la 

actividad PEPC en extractos crudos de hojas en el medio de reacción descrito en el 

apartado 4.1 en condiciones subóptimas de pH 7,3 y PEP 2,5 mM para hojas o pH 7,3 y 

PEP 0,25 mM para raíces, en presencia de diferentes concentraciones de L-malato. La 

IC50 se calculó a partir de una gráfica de la actividad de la enzima frente a la concentración 

de L-malato (Nimmo et al., 1984). En estas condiciones de ensayo, la enzima fosforilada 

presenta una IC50 para el L-malato de 2 a 3 veces mayor que la enzima desfosforilada 

(Jiao y Chollet, 1991; Bakrim et al., 1992). 

4.3. Determinación de actividades enzimáticas  

El resto de actividades enzimáticas fueron medidas en el departamento de Biología 

Vegetal y Ecología de la Facultad de Ciencias y Tecnología de la Universidad del País 

Vasco. 

 Se pesaron 0,1 g de tejido congelado (hojas o raíces) y se homogenizaron en un 1 ml 

de tampón de extracción que contenía HEPES 50 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, EDTA 1 

mM. EGTA 1 mM, DTT 10 mM, Triton-X-100 0,1 %, glicerol 10 % (v/v), albúmina de 

suero bovino (BSA) 0,05 %, polivinilpolipirrolidona (PVPP) 0,5 %, y los siguientes 

inhibidores de proteasas: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, ácido ε-
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aminocaproico 1 mM y leupeptina 10 µM (Vega-Mas et al., 2019).  Para la medición de 

la actividad nitrato reductasa (NR), al tampón de extracción se le añadió NiCl2 4 mM para 

eliminar la interferencia de los glucósidos cianogénicos presentes en hojas de sorgo 

(Maranville, 1970). El homogenizado obtenido se centrifugó a 17.000 g durante 5 min a 

4 ºC. El sobrenadante obtenido constituye el extracto crudo y fue utilizado para la 

determinación de las actividades enzimáticas.  

Las actividades enzimáticas fueron determinadas espectrofotométricamente en un 

lector de microplacas de 96 pocillos. En este ensayo se midieron las actividades de 

diversas enzimas: citrato sintasa (CS), aspartato aminotransferasa (AAT), glutamato 

dehidrogenasa (GDH), glutamina sintetasa (GS), isocitrato deshidrogenasa (ICDH), 

málico deshidrogenasa (MDH), nitrato reductasa (NR), enzima NAD-málico (NAD-ME), 

glutamato sintasa (GOGAT), enzima málico-NADP (NADP-ME), siguiendo el método 

descrito por Vega-Mas et al. (2019);  piruvato kinasa (PK) según Gibon et al.(2004) y 

aconitasa (ACO) según de Vos et al. (1986). Todas las actividades enzimáticas se 

cuantificaron utilizando 20 µl de extracto crudo y 280 µl de tampón de reacción, 

incubándose durante 20 min a 30 ºC y midiendo la evolución del NAD(P)H a 340 nm, 

excepto para GS, NR y CS (Vega-Mas et al., 2019). La actividad GS fue determinada por 

formación de γ-glutamilmonohidroxanato (γ-GHM) a 540 nm; la de NR por formación 

de KNO2 a 546 nm; y la de CS por formación de ácido 5-tiobenzoico (TNB) a 412 nm. 

En estos casos se usaron los tampones de reacción descritos por Sarasketa et al., 2014.  

5. TÉCNICAS ANALÍTICAS 

5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Las electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizaron en 

condiciones desnaturalizantes según el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). 

Se usaron geles discontinuos con un gel de compactación al 4 % de 

acrilamida/bisacrilamida (p/v) y un gel de separación al 8 o 10 % 

acrilamida/bisacrilamida (p/v) para raíces u hojas, respectivamente. Las muestras se 

desnaturalizaron durante 5 min a 95 ºC tras añadirle tampón de disociación compuesto 

por Tris-HCl 50 mM pH 6,8, glicerol al 10 % (v/v), docecilsulfato sódico (SDS) al 2 % 

(p/v), β-mercaptoetanol 100 mM y azul de bromofenol al 0,1 % (p/v). Los geles se 

desarrollaron en una cubeta Mini-Protean® Tetra System (Bio-Rad) con tampón de 

electroforesis que contenía Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1 % (p/v), con un 

voltaje de 200 V durante 50 min. Como marcadores de peso molecular se utilizaron 

proteínas pre-teñidas de peso moleculares conocidos gTP-bio RGB Prestained Protein 

Ladder (Bio-Rad) o GangNam StainTM Prestained Protein Ladder (INtRON 

Biotechnology), en los geles destinados a ensayos de inmunoblot, o marcadores SDS-

PAGE Molecular Weight Standars Broad Range (Bio-Rad), para los geles empleados en 

los ensayos de fosforilación y tinción con ProQ. Estos últimos marcadores contienen 

ovoalbúmina fosforilada (45 kDa).  
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5.2. Determinación del contenido de antocianinas  

Para cuantificar el contenido de antocianinas en plantas de sorgo, se empleó el 

protocolo descrito por Mancinelli (1984). Se utilizaron 0,1-0,15 g de raíces o de hojas 

trituradas en nitrógeno líquido. La extracción de las antocianinas se realizó en 5 ml de 

tampón de extracción con 1 % (v/v) de HCl en metanol 80 % (v/v) durante 24 h a 4 ºC. 

El sobrenadante se obtuvo tras una centrifugación a 3000 rpm durante 5 min a 4 ºC. La 

absorbancia de los sobrenadantes se midió espectrofotométricamente a 530 y a 657 nm, 

longitudes de ondas correspondientes a los picos de absorbancia de antocianinas y de 

clorofilas, respectivamente. La fórmula A530 – 0,33A657 fue empleada en las muestras 

de hojas para eliminar la contribución de la clorofila a la absorbancia (Mancinelli et al.,  

1974; Mancinelli et al., 1984). 

5.3. Cuantificación del contenido de ATP  

La extracción de ATP se realizó utilizando 5 ml de HClO4 0,6 M por cada gramo de 

material vegetal (Bukhov et al., 1995). La determinación se realizó empleando 0,1 g de 

hojas y 0,2 g de raíces triturados en nitrógeno líquido con el molino de bolas MM301 

Retsch® biometa. Después de triturar y de añadir el volumen correspondiente de HClO4, 

las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente, 

el ácido fue neutralizado con K2CO3 2 M en frío, añadiendo 0,75 ml por cada 5 ml de 

ácido. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 min a 4 

ºC y el sobrenadante fue recogido y congelado a -20 ºC hasta la determinación del ATP.  

La determinación del ATP de las muestras se realizó utilizando el kit Adenosine 5´-

triphosphate (ATP) Bioluminescent Assay Kit (Sigma-Aldrich®). Para cada medición, 

se realizó una curva de ATP estándar empleando las siguientes concentraciones: 10-3, 

10-4, 10-5, 3,57 • 10-6, 1,28 • 10-6, 0,46 • 10-6 y 0,164 • 10-6 M de ATP. La ecuación de la 

recta resultante se usó para calcular la cantidad de ATP de cada muestra. Todas las 

medidas se realizaron utilizando 300 µl de una mezcla que contenía 100 µl de ATP 

Assay Mix por cada 10 ml de ATP Assay Mix Dilution Buffer. Esta mezcla fue 

calentada a 28 ºC antes de cada medida. Se añadieron 30 µl del estándar de ATP o de 

las muestras, midiendo la fluorescencia resultante en el luminómetro Luminoskan TL 

(LabSystems Oy, Helsinki, Finland).  

5.4. Cuantificación de pigmentos fotosintéticos  

Los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides) se extrajeron y 

cuantificaron homogenizando 0,05 – 0,1 g de hojas con 5 – 10 ml de acetona al 80 % 

(v/v) (Lichtenthaler, 1987). El homogenizado se centrifugó a 15.000 g durante 5 min a 

4 ºC y se midió la absorbancia a 663,2, 646,8 y 470 nm en un espectrofotómetro (modelo 

Helios α Thermo Spectronic, UV visible), usando acetona al 80 % como blanco.  

Las concentraciones de clorofila a, b y carotenoides se calcularon usando las 

siguientes fórmulas: 

Cl a (μg ml-1) = (12,25 x A663,2) – (2,79 x A646,8) 

Cl b (μg ml-1) = (21,50 x A646,8) – (5,10 x A663,2)  
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Cl a + b (μg ml-1) = (7,15 x A663,2) – (18,71 x A646,8)  

Carotenoides (μg ml-1) = [(1000 x A479) – (1,82 x Cl a) – (85,02 x Cl b)]/198 

5.5. Determinación de malondialdehído (MDA) 

El nivel de peroxidación lipídica se determinó midiendo la concentración de 

malondialdehído (MDA) con el método del ácido tiobarbitúrico (TBA) (Hodges et al., 

1999). La determinación de MDA se realizó a partir de 0,1 g de hoja que fueron 

homogenizados en mortero con arena usando 2 ml de etanol al 80 % (v/v). El 

homogenizado se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 min a 4 ºC, recuperando el 

sobrenadante. 300 µl de éste se añadieron a 700 µl de solución A [Ácido tricloroacético 

(TCA) al 20 % (p/v) y PVPP al 0,01 % (p/v)] y otros 300 µl, a 700 µl de solución B 

[solución A con TBA al 0,65 % (p/v)].  Las mezclas se agitaron e incubaron a 95 º C 

durante 30 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12.000 

rpm 5 min a 4 ºC.  La absorbancia del sobrenadante se midió a 440, 532 y 600 nm. El 

cálculo de la cantidad de MDA se llevó a cabo a partir de estos datos y con los siguientes 

cálculos:  

M1 = (A532B - A600B) – (A532A – A600A) 

M2 = (A440B – A600B) *0,0571 

M3 = [(M1 – M2) / 157000] *106   nmol MDA ml-1 

nmol MDA g-1 peso fresco (PF) = M3/0,015 g PF 

5.6. Cuantificación del contenido de prolina 

La cuantificación de prolina se realizó a partir de 0,1 g de hojas homogenizados en 

2 ml de etanol al 80 % (v/v). El homogenizado se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 

min a 4 ºC y el sobrenadante se empleó para determinar el contenido de prolina según 

el método de Carillo y Gibon (2011). Una alícuota de 50 µl del sobrenadante se añadió 

a 100 µl de la mezcla de reacción, que contenía ninhidrina al 1 % (p/v) en ácido acético 

al 60 % (v/v) y etanol al 20 % (v/v). La mezcla fue incubada a 95 ºC durante 20 min y 

posteriormente se dejó enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, se utilizaron 100 µl 

de mezcla para la determinar la absorbancia a 520 nm en un lector de placas de 96 

pocillos (Molecular Devices). El contenido final de prolina se determinó con los 

siguientes cálculos: 

Prolina (µmol g-1PF) = ([A520Muestra – A520Blanco]/pendiente) * (Vextracto/Valícuota) * (1/PF) 

- Pendiente = 0,0356 µmol-1 

- V extracto = 2 ml 

- V alícuota = 50 µl 

- PF = 0,1 g 
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5.7. Cuantificación de elementos y de contenido total de fósforo 

El análisis de elementos minerales y contenido de P se llevó a cabo en el Servicio 

de Investigación Agraria del Centro de Investigación y Tecnología e Innovación de la 

Universidad de Sevilla (CITIUS). Se analizaron muestras de hojas y raíces de la línea 

silvestre y las líneas silenciadas (Ppc3-1 y Ppc3-2) en condiciones control y sometidas 

a estrés por cadmio o estrés por falta de fosfato. Las plantas se cultivaron tal y como se 

recoge en el apartado 1.2.1. En las plantas tratadas con cadmio, se determinaron los 

elementos: magnesio, calcio, hierro, zinc y cadmio; mientras en las plantas sometidas a 

deficiencia de fósforo se determinó el contenido de P.  

Las hojas y las raíces de cada tratamiento fueron recolectadas, congeladas y 

trituradas en nitrógeno líquido. Posteriormente, el tejido se secó en una estufa a 60 º C 

durante una semana. 

Las muestras fueron enviadas al Servicio de Investigación Agraria de la US 

(CITIUS). Allí, 0,25 g de cada muestra fueron mineralizados mediante calcinación en 

un horno de mufla Carbolite, a 550 ºC durante 8 horas. A los crisoles con las cenizas 

obtenidas se les añadieron 12 ml de HCl 1N, y se calentaron en una placa calefactora 

durante 15 min para obtener los digeridos de las muestras.  

Los metales (Ca, Mg, Fe, Zn y Cd) fueron determinados en las muestras digeridas 

mediante espectrofotometría de absorción atómica, utilizando un espectrofotómetro iCE 

3500 (Thermo Scientific).  

Para la determinación del contenido de fosfato se partió de muestras digeridas de la 

misma forma. La cuantificación de P se llevó a cabo mediante la reacción con molibdato 

amónico y tartrato antimonil-potásico en medio ácido, según el método colorimétrico 

descrito por Murphy y Riley (1962), utilizando un espectrofotómetro UV-Vis Lambda 

35 (Perkin Elmer) a 880 nm.  

5.8. Caracterización de semillas  

5.8.1. Determinación de almidón en semillas  

El almidón en semillas se cuantificó utilizando 0,1g de semillas secas trituradas. 

Este material fue digerido por enzimas amilolíticas, y los azúcares producidos por la 

hidrolisis del almidón fueron cuantificados siguiendo el método de Miller (1959).  

5.8.2. Medición de fenoles en semillas  

Los fenoles fueron extraídos empleando 0,1g de semillas secas trituradas con 1 ml 

de metanol al 80% (v/v) en agitación durante 24 h a 4ºC. Tras esto, las muestras fueron 

centrifugadas 10 min a 15.000 rpm. A continuación, se tomaron 75 µl del sobrenadante, 

a los que se les añadieron 37,5 µl del reactivo Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). 

Esta mezcla se incubó 10 min en oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente, se 

añadieron 187,5 µl de Na2CO3 al 10% (p/v) y se incubó 1 h en las mismas condiciones. 

Por último, las muestras se centrifugaron 2 min a 15.000 rpm y se midió la absorbancia 

a 760 nm en el lector de placas (Molecular Devices). La concentración de fenoles se 
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determinó utilizando una recta patrón realizada con distintas concentraciones de ácido 

gálico en metanol al 80%.  

5.8.3. Cuantificación de fitatos en semillas  

Se determinó el contenido de fósforo en forma de fitato en semillas secas. Para esto, 

se emplearon 0,25g de semillas trituradas. Este material fue incubado en 5 ml de HCl 

0,66 M durante 24 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras esto, se centrifugó 1 

ml de esta muestra a 13.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se tomaron 500 µl del sobrenadante y se mezclaron con 500 µl de NaOH 

0,75 M. Posteriormente, se realizó la reacción de desfosforilación empleando el kit de 

determinación de fósforo Phytic Acid Assay Kit-Analysis, s.f. (Megazyme). Se 

realizaron reacciones para cuantificar el fósforo libre y el fósforo total de cada muestra 

siguiendo las instrucciones del fabricante. En ambos casos, el fósforo fue determinado 

colorimétricamente. Para ello, se tomaron 0,5 ml de muestra y 0,25 ml de una mezcla 

formada por ácido ascórbico (10% w/v) en ácido sulfúrico 1 M y molibdato de amonio 

(5 % w/v), en proporción 5/1. La mezcla fue homogenizada e incubada durante 1 h a 40 

ºC. Finalmente, se tomaron 250 µl de cada muestra y se midió la absorbancia en un 

lector de placas (Molecular Devices) a 655 nm. La concentración final de fitato se 

determinó utilizando una recta patrón realizada previamente empleando diluciones con 

concentración conocida de fósforo y utilizando el mismo método colorimétrico.  

5.8.4. Cuantificación de taninos en semillas 

Para la determinación de taninos se emplearon 50 mg de semillas trituradas y se utilizó 

el método de Porter (Porter, 1986). A estas se le añade 1 ml de acetona 70%, se agita y 

se toman dos muestras de 500 µl, a los que se le añaden 100 µl de sulfato amonio férrico 

al 2% en acetona y 900 µl de butanol:HCl (95:5). Se agitan en vórtex y se incuban a 100 

ºC durante 1h. Finalmente, se centrifugan 5 min a 4 ºC y 15000 rpm. La absorbancia fue 

medida en un lector de placas (Molecular Devices) a 550 nm de longitud de onda. 

5.8.5. Determinación del peso y el volumen de las semillas  

La caracterización del tamaño de las semillas se llevó a cabo utilizando un grupo de 

50 semillas para cada muestra. Estas fueron pesadas en grupos de 5 en una balanza de 

precisión (Precisa XT 220A). Además, se midió el eje longitudinal y transversal de las 

semillas con un calibre pie de rey digital y se calculó el volumen de las semillas, 

suponiendo forma esférica.  

6. MÉTODOS INMUNOLÓGICOS  

6.1. Anticuerpos utilizados  

Los anticuerpos anti-PEPC utilizados en este trabajo de Tesis son anticuerpos 

policlonales dirigidos contra la totalidad de la proteína PEPC C4 (SbPPC1) de hojas de 

sorgo, y fueron producidos en conejo en los Servicios Generales de Investigación de la 

Universidad de Sevilla. La dilución utilizada para su utilización en los ensayos de 

inmunoblot fue de 1:3000 en tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,5 y NaCl 150 mM (TBS).  
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6.2. Inmunoblot 

Una vez finalizada la electroforesis, el gel de poliacrilamida SDS-PAGE se 

sumergió durante 20 min en tampón TGM que contenía Tris-HCl 48 mM, glicina 39 

mM, SDS al 0,037 % (p/v) y metanol al 5 % (v/v). Los polipéptidos se transfirieron a 

una membrana de nitrocelulosa de 0,45 μm de diámetro de poro (GE Healthcare) o a 

una membrana de PVDF de 0,2 μm de diámetro de poro (GE Healthcare) mediante en 

un sistema de transferencia de proteínas Trans Blot® TurboTM Transger System (Bio-

Rad). Las transferencias se realizaron durante 20 min a un voltaje constante de 25 V y 

una intensidad límite de 1,0 A.  

Tras la transferencia, la membrana se incubó durante 2 h en agitación continua con 

tampón TBS suplementado con leche desnatada en polvo al 5 % (p/v) para saturar los 

sitios de unión inespecífica en la membrana. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con 

TBS y se procedió a la incubación con los anticuerpos primarios anti-PEPC durante toda 

la noche a 4 ºC en agitación.  

Posteriormente, la membrana fue lavada 3 veces en TBS y Tween-20 al 0,1 % (v/v), 

y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios anti-conejo 

(Invitrogen) marcados con peroxidasa. Tras esto, la membrana se volvió a lavar 3 veces 

con TBS Tween-20 al 0,1 % (v/v) y, finalmente, se reveló mediante 

quimioluminiscencia con uno de los siguientes kits de revelado: SuperSignalTM West 

Pico PLUS Chemilluminiscent Substrate (Thermo Scientific) para proteínas abundantes 

o WesternBrigthTM Quantum (Advansta) para proteínas minoritarias, en el sistema de 

imagen Amersham Imager 600 (GE Healthcare).  

6.3. Purificación de anticuerpos  

Los anticuerpos anti-PEPC se purificaron a partir del suero sanguíneo de conejo 

mediante cromatografía con Protein A-Sepharose® CL-4B (GE Healthcare) para retener 

específicamente a las inmunoglobulinas G. La capacidad de retención de la proteína A 

oscila entre 2 y 15 mg de inmunoglobulinas por cada ml de resina. La columna se 

preparó resuspendiendo 1 g de proteína A en 4 ml de tampón A (Tris-HCl 50 mM pH 

8) y colocándola en una columna cromatográfica de 20 ml (Bio-Rad). La columna se 

equilibró con tampón fosfato sódico 25 mM pH 7,5 y NaCl 0,9 % (p/v) (PBS). 

Posteriormente, se añadieron 2 ml de suero sanguíneo a la columna y se lavó con 25 ml 

de PBS, hasta que la absorbancia a 280 nm se estabilizó en torno a cero. La elución de 

las inmunoglobulinas retenidas se realizó con tampón citrato 200 mM pH 2,8, 

recogiéndose 6 fracciones de 4 ml cada una a las que se les añadió rápidamente 1,5 ml 

de tampón Tris-HCl 1 M pH 8,8 para neutralizar la acidez. Las fracciones con 

inmunoglobulinas se unificaron y concentraron con sulfato de amonio al 50 % de 

saturación, centrifugándose a 20.000 g durante 15 min a 4 º C. El precipitado se 

resuspendió en tampón B (Tris-HCl 100 mM pH 7,5 y glicerol al 20% (v/v)). Los 

anticuerpos recogidos se dializaron durante toda la noche a 4 °C utilizando membranas 

de celulosa (Sigma). Los anticuerpos se conservaron a -20 °C hasta su utilización. 
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7. TÉCNICAS MOLECULARES 

7.1. Extracción de ADN genómico 

El ADN genómico fue extraído a partir de 50-100 mg de hoja pulverizada congelada 

utilizando el sistema de columnas i-genomic Plant DNA Extraction Mini Kit (iNtRON 

Biotechnology), siguiendo las instrucciones del fabricante, o el método Geejee´s. Para 

este último, el tejido triturado se homogenizó mediante agitación en un vórtex con 900 

µl de tampón de lisis STEL, que contenía 100 mM Tris pH 7,5, 2 % SDS y 10 mM 

EDTA. El homogenizado se incubó a 65 ºC durante 20 min, y posteriormente las 

muestras se enfriaron durante 15 min a temperatura ambiente. A continuación, se 

añadieron 300 µl de solución de precipitación (10 M de acetato de amonio) y la mezcla 

se centrifugó a 12.000 g durante 10 minutos. 750 µl del sobrenadante obtenido se 

mezclaron con el mismo volumen de isopropanol, y se incubaron 5 minutos a 

temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 12.000 g 10 minutos, se descartó 

el sobrenadante y el pellet se lavó con 1 ml de etanol al 70 %, volviéndose a centrifugar. 

Finalmente, se descartó el sobrenadante, se secó el pellet y éste se resuspendió en 100 

µl de agua MQ.  

La cantidad y calidad (relación A260/A280) del ADN se analizó empleando el sistema 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). El ADN extraído se conservó a -20 ºC hasta su 

utilización. 

7.2. Extracción de ARN 

El ARN total se extrajo a partir de 50 – 100 mg de hoja y raíz triturada en nitrógeno 

líquido. Para la extracción se usó el sistema de columnas Plant RNA Isolation Mini Kit 

(Agilent Technologies), excepto para el tratamiento de deficiencia de fosfato para el que 

se realizó una extracción de ARN con trizol. En este caso, el tejido pulverizado se 

homogenizó con 1 ml de TRIsureTM (Bioline) y se mantuvo en hielo 5 minutos. 

Posteriormente, se centrifugó a 12.000 rpm 10 minutos a 4 ºC, se recuperó el 

sobrenadante al que se le añadió 200 µl de cloroformo. La mezcla se agitó suavemente 

y se centrifugó a 12.000 rpm 15 minutos a 4 ºC.  La fase acuosa (500 – 600 µl) se recogió 

en un tubo de centrífuga nuevo y se le añadieron 500 µl de isopropanol, se agitó y se 

incubó 10 minutos en hielo. Tras esto, se volvió a centrifugar a 12.000 rpm 10 minutos 

a 4 ºC, desechándose el sobrenadante. Por último, se añadió 1 ml de etanol al 70 % (v/v), 

se centrifugó a 7.500 rpm 5 minutos a 4 ºC, descartando otra vez el sobrenadante. El 

pellet resultante se secó en una centrifuga de vacío SpeedVac® SC110 (Savant) y, 

finalmente, se resuspendió en 20 µl de agua miliQ.  

El ARN extraído fue tratada con ADNasa I (Sigma) para eliminar la contaminación 

por ADN genómico. La concentración de ARN de las muestras se determinó usando un 

Nanodrop 2000. La calidad de la extracción se evaluó mediante la relación A260/A280, 

considerando una calidad óptima valores de este ratio entre 1,6-2,0. El ARN obtenido 

se conservó a -80 ºC hasta su utilización.  
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7.3. Retrotranscripción de ARN a ADNc 

El ADNc se sintetizó a partir de 1 µg del ARN total. Para esto se empleó el kit 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) según las indicaciones del 

fabricante. La reacción de retrotranscripción se llevó a cabo durante 10 min a 25 ºC, 

seguidos de 30 min a 55 ºC. Por último, la retrotranscriptasa se inactivó  calentando a 85 

ºC durante 5 min. El ADNc sintetizado se diluyó 5 veces con agua mili-Q y se conservó 

a -20 ºC hasta su uso.   

7.4. Experimentos de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

7.4.1. PCR a tiempo final 

Las reacciones de PCR a tiempo final se realizaron con el kit comercial 2X PCR 

Master Mix Solution [itaq] (iNtRON Biotechnology) en un termociclador T100TM 

Thermal Cycler (Bio-Rad). Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa 

al 1% (p/v) con tampón TAE que contenía Tris 40 mM, acetato de sodio 20 mM y EDTA 

1 mM, utilizando RedSafeTM (iNtRON Biotechnology) para visualizar los ácidos 

nucleicos. Estos geles se desarrollaron a un voltaje constante de 100 V durante 30 min 

en una cubeta Gel XL Ultra V-2 (Labnet), y se visualizaron en un transiluminador de luz 

ultravioleta (MaestroGen). 

7.4.2. PCR en tiempo real (qPCR) 

Las reacciones de PCR en tiempo real (qPCR) se realizaron en un volumen final de 

20 µl consistente en 5 µl del ADNc obtenido previamente, 0,2 µM de cebadores 

específicos (Tabla 3) y 10 µl de Itaq universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad), o de 

TB Green Premix ExTAQTM (Tli RNaseH Plus) RR420 (Takara) para las muestras de 

estrés por déficit de fosfato.  

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en un termociclador MiniOpticonTM 

Real-Time PCR System (Bio-Rad), y los ciclos umbral (Ct) se determinaron usando el 

software de análisis CFX Manager V1.6 (Bio-Rad). Para el estudio del estrés por falta 

de fosfato se utilizó el termociclador Real-Time PCR LightCycler® 480 System (Roche) 

y los Ct se determinaron mediante el software LightCycler® 480 SW 1.5 (Roche).  

Para la normalización de los valores obtenidos se utilizó como control interno la 

cantidad de transcrito del gen de actina de sorgo, empleando el método Livak (Livak y 

Schmittgen, 2001) para el tratamiento de los datos y el cálculo de la expresión relativa. 

Para validar los cebadores y el programa de amplificación utilizado, se usaron diluciones 

seriadas de ADNc para la construcción de una recta de eficiencia: R2 > 0,98, imponiendo 

una eficiencia del 95 – 105 %.  
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Tabla 3. Cebadores utilizados en este trabajo. Las bases subrayadas corresponden a los sitios de corte 

de las enzimas de restricción SpeI, AscI, SacI y AvrII.  

 

Gen  Nº Acceso  Secuencia 

18S ARNr M82330 
F 5’-GGGGAAACTTACCAGGTCCA-3’ 

R 5’-GGATGGCTCCGCATAGCTA-3' 

Sbactina  F 5’-TCACCATCGGGGCAGAG-3’ 

R 5’-GGGAGGCAAGGATGGAC-3’ 

SbPPC1  Sb10g021330 
F 5’-CAGCTTCGTTCGCGCTTCCC-3’ 

R 5’-TCGTAGCACTCCTGGACAAATTCG-3’ 

SbPPC2  Sb02g021090 
F 5’-CCGCCTCGCAACACCTGAAACA-3’ 

R 5’- ACCGGGAGGTGGAACCGTGT-3’ 

SbPPC3  Sb04g008720 
F 5’- TGTTGAACAGTTTCTGGAACCTCTT-3’ 

R 5’-GCTTCACAAGGGCAAGCCCAAAAG-3’ 

SbPPC4  Sb07g014960 
F 5’- TGAGCTTCGGGCACAAGCAGATG-3’ 

R 5’-GCTCCAAAGGCTCTAAGAACTGCTC-3’ 

SbPPCK1 Sb04g036570 

F 5’- ATGAGCGGCGCCGCGGAGGA -3’ 

R 5’- TCAGGCCACCGCCACACT TCC -3’ 

attB1 
5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGAG 

CGGCGCCGCGGAGGAGGCG-3’ 

attB2 
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAGCTGGGTATCAGGCC 

ACCGCCACACT-3’ 

SbPPCK2  Sb04g026490 

F 5’- CTAGGTAAAGAGCATCCCAA-3’ 

R 5’-ATACCATACCAGCAGAGGA -3’ 

attB1 
5’- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGA 

GTGCGGAGCTGAAG-3’ 

attB2 
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAGG 

TTGGCCGCTCGAT-3’ 

SbPPCK3  Sb06g022690 

F 5’-GTGCTTCGGGGCAGCCTCAG-3’ 

R 5’-TGGATCCACGGGTGCCGGAG -3’ 

attB1 
5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGAG 

TGAGCAACTGAAGCG-3’ 

attB2 
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAGGT 

TGGCGTTGGCCG-3’ 

SbIRT1  
F 5´-GACCGCAACCTCTTCGT-3´ 

R 5´-GGTGGTGAAGGAGAAATCGG-3´ 

SbIRO2  
F 5´-CGGAGATCATGGTTCAGGT-3´ 

R 5´-CTTGTTCTCGAAGGTGGAGT-3´ 

SbNRAMP1  
F 5´-GCATCATCGTGTTCCCTCTTAT-3´ 

R 5´-CATCGGCAACCTTTGATTTGTC-3´ 

SbYS1  
F 5´-GAAGTACGCGAGGTTTGTG-3 

R 5´-CAGCCTCCTTCTTGTTCATC-3´ 

SbPHT  
F 5´-GGCCAAGGTGCTCAAGAAG-3 

R 5´-GGAGGAACTGCACCGAGAAG-3´ 

PPC3 ARNi  F 5’-ATACTAGTGGCGCGCCATAGCTGACGGAAGTCT T-3’ 

R 5’- CCGAGCTCGCCTAGGGCCAAAGCAATCTGCTGG-3’ 

PPCK ARNi  
F 5´-ATACTAGTGGCGCGCCATGAGCGGCGCCGCGGAG -3´ 

R 5´-CCGAGCTCGCCTAGGTCAGGCCACCGCCACACT- 3´ 

Waxy  F 5’-GTAGCCGAGTTGGTCAAAGGA-3’ 

R 5’-TTCTTGGGTGGCTAGGGGATA-3’ 

Bar  F 5’-AAACCCACGTCATGCCAGTT-3’ 

R 5’-CATCGAGACAAGCACCGTCA-3’ 

35 S  F 5’-CAGAACTCGCCGTGAAGACT-3’ 

R 5’-CGGCAGAGGCAGATCTTGAA-3´ 



Materiales y Métodos 

117 
 

8. MEDIDAS DE INTERCAMBIO GASEOSO  

Para la realización de estas medidas el sistema tipo IRGA (analizador de gases en el 

infrarrojo) utilizado fue el analizador de gases portátil LI-6400XT Portable 

Photosynthesis System de LI-COR® (Evans y Santiago, 2014). Las medidas se realizaron 

en la hoja más joven totalmente desplegada a una intensidad de 350 mol de fotones m-2s-

1 PAR.  Se calcularon la fotosíntesis neta (A) y el intercambio gaseoso (gs) utilizando las 

ecuaciones estándar (von Caemmerer y Farquhar, 1981).  

9. MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA 

El estado del aparato fotosintético se estimó en función de los parámetros de 

fluorescencia de la clorofila medidos con el aparato FluorPen FP100 (Photon Systems 

Instruments). Concretamente, se midió el rendimiento cuántico máximo de PSII (Fv/Fm) 

y el rendimiento de la fluorescencia en ausencia de luz fotosintética (F0) (Maxwell y 

Johnson, 2000).  

10. OTROS MÉTODOS 

10.1.  Transformación de plantas mediante la bacteria Agrobacterium tumefaciens  

La transformación, selección y crecimiento de embriones hasta la obtención de las 

semillas T1 se realizó en el servicio de transformación de plantas de la Universidad de 

Missouri (EEUU) (www.pst.missouri.edu/muptcf). Para obtener las plantas de sorgo 

genéticamente modificadas mediante la técnica del ARN interferente (líneas Ppc3-n y 

líneas Ppck-n), se utilizó el vector de silenciamiento pFGC161(Do et al., 2016).  En esta 

transformación se empleó la estirpe AGL1 de Agrobacterium tumefaciens y embriones 

inmaduros de sorgo como material vegetal para ser transformando, siguiendo el método 

descrito por Do et al. (2018).  Semillas inmaduras de panículas de sorgo de entre 11 y 

14 días tras la polinización fueron esterilizadas con lejía al 50 % (v/v) durante 15 min. 

Los embriones inmaduros se aislaron mediante disección manual con una cuchilla estéril 

y se colocaron en tubos con medio de inoculación (IM) conteniendo MS Murashige and 

Skoog salts (Sigma-Aldrich) 4,3 g l-1, sacarosa 68,5 g l-1, glucosa 36 g l-1, MES 0.5 g l-

1, ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 1.5 ml l-1 y vitaminas B5 10 ml l-1 a pH 5,2. 

Los embriones inmaduros fueron incubados a 43 ºC durante 3 min y se inocularon con 

A. tumefaciens albergando el vector pFGC161-PPC3 o pFGC161-PPCK a 25 ºC (Do et 

al., 2018). Los embriones se mantuvieron 3 días en placas con medio de co-cultivo (Co-

M) que contenía MS 4,3 g l-1, sacarosa 20 g l-1, glucosa 10 g l-1, L-prolina 0,7 g l-1, MES 

1,5 ml l-1, agar 8 g l-1, ácido ascórbico 10 g l-1, polivinilpirrolidona (PVPP) 10 g l-1, 

vitamina B5 10 ml l-1, acetosiringona (AS) 0,0196 g l-1, pH 5,8. Finalmente, los 

embriones se transfirieron a placas con medio de descanso (R) que contenía MS 4,3 g l-

1, sacarosa 30 g l-1, L-prolina 1 g l-1, MES 0,5 g l-1, 2,4-D 1,5 ml l-1, agar 8 g l-1, PVPP 

10 g l-1, vitamina B5 10 ml l-1, KH2PO4 1 g l-1, cefotaxima 400 mg l-1, 10 μM CuSO4 a 

pH 5,8 durante 10 días antes de la inducción de callos. 
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10.2.  Inducción de callos y plántulas  

La inducción de callos se llevó a cabo transfiriendo los embriones a placas con 

medio de inducción de callos (CIM), conteniendo medio de descanso R con cefotaxima 

300 mg l-1 y glufosinato de amonio (BASTA®) 0,625mg l-1 para la selección de las 

plantas transformadas, durante 10 días en oscuridad.  

Tras ese tiempo, las primeras hojas se cortaron y los callos se transfirieron a placas 

con medio de inducción de hojas (SM), conteniendo CIM sin KH2PO4, pero con 6-

benzylaminopurina (BAP) 1 g l-1 y ácido indolacético (IAA) 1 mg l-1. Las placas se 

colocaron en una cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad 

a 24 ºC, con una intensidad de luz 80 μmol m-2s-1 PAR para inducir la formación de 

hojas.  Cada 2 semanas se realizaron subcultivos de callos usando SM fresco durante 6-

10 semanas. Cuando presentaban 3-4 hojas sanas, se transfirieron a cajas estériles con 

medio de enraizamiento (RM) que consistía en CIM sin KH2PO4, pero con ácido indol-

3-butiríco (IBA) 1 mg l-1 durante 3 semanas, con las mismas condiciones de luz. 

Finalmente, las plantas obtenidas fueron transferidas a macetas con tierra y cultivadas 

en invernadero. Estas plantas constituyeron la generación T0 de plantas transformadas. 

Cuando emergieron las primeras flores, las panículas se cubrieron con bolsas de papel 

para evitar el cruzamiento de las plantas. Las semillas (generación T1) se recolectaron 

cuando estuvieron totalmente secas y se analizaron para confirmar la transformación.  

10.3.  Selección de transformantes por resistencia a herbicida 

Las plantas transformadas fueron inicialmente seleccionadas mediante la aplicación 

con un algodón en varias hojas de una misma planta de 1 mg l-1 glufosinato de amonio 

(BASTA®), 3 veces durante una semana. Las plantas no transformadas mostraron 

necrosis foliar, aumentando con el número de aplicaciones, debido a que estas plantas 

no albergaban el gen de resistencia bar al glufosinato de amonio.  

10.4.  Cuantificación de proteínas y medidas de pH 

 Cuando se menciona, la determinación de proteínas en los extractos proteicos se 

realizó según el método colorimétrico descrito por Bradford (Bradford, 1976) utilizando 

BSA como estándar para realizar la recta patrón. La absorbancia se midió a 595 nm en 

un lector de placas (Molecular Devices). 

 Las medidas de pH se realizaron en un medidor de pH GLP21 provisto de un 

electrodo (Crison).  

10.5. Tinción con violeta de pirocatecol  

Para la observación de la unión del aluminio a las raíces se realizó la tinción con 

violeta de pirocatecol (PCV) (Watanabe et al., 1998). Tras el tratamiento con aluminio, 

las raíces fueron lavadas en agua destilada y, posteriormente, se sumergieron en un 
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tampón 2,5% NH4-OH-hexamina pH 6,2 conteniendo un 0,02% (p/v) de PCV durante 

5 min. Finalmente, las raíces volvieron a ser lavadas con agua destilada.  

11. DETERMINACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICOS EN EXUDADOS  

La determinación de los ácidos orgánicos exudados por las raíces de plantas de sorgo 

se realizó en el Servicio de Espectrometría de Masas del Centro de Investigación y 

Tecnología e Innovación de la Universidad de Sevilla (CITIUS). Se envió el medio de 

cultivo en el que habían crecido plantas de la línea silvestre (WT) y de las líneas 

silenciadas (Ppc3-1 y Ppc3-2) en condiciones control y bajo estrés por aluminio o por 

cadmio.  

Al finalizar los distintos tratamientos, el medio de cultivo fue recogido y congelado 

inmediatamente en nitrógeno líquido, liofilizado y enviado al Servicio de 

Espectrometría de Masas de la Universidad de Sevilla (CITIUS). Allí, las muestras 

fueron separadas cromatográficamente y los ácidos orgánicos identificados mediante un 

cromatógrafo líquido de ultra resolución (UHPLC) con bomba binaria Dionex Ultimate 

RS, acoplado a un espectrómetro de masas híbrido cuadrupolo-Orbitrap QExactive 

(ThermoFisher Scientific, USA) equipado con una fuente de electrospray (IIESI-II) 

operando en modo positivo a -2,5 Kv.  

El análisis UHPLC se llevó a cabo con una columna analítica en fase reversa Acquity 

UPLC HSS T3 (2,1 x 100 mm), 1,8 µm de tamaño de partícula de Waters. El flujo 

empleado fue de 0,45 ml/min. La separación cromatográfica se realizó usando un 

gradiente binario de agua (A) y ACN:H2O (95:5, v/v) (B), conteniendo ambos eluyentes 

ácido fórmico al 0,1% (v/v) para favorecer la ionización. El perfil de elución consistió 

en: isocrático durante 2 minutos a 0% B, gradiente lineal durante 2 min hasta 15% B, 

isocrático 1 min al 45% B, gradiente lineal durante 1 min hasta el 100% B, a 

continuación, isocrático con 100% B y finalmente, condiciones iniciales durante 3 min. 

El volumen de inyección fue de 5 µl. Las muestras se disolvieron en 1 ml de agua 

microfiltradas con filtros de nylon de 0,2 um. El tratamiento de resultados se realizó con 

el software Tracefinder (Thermo Scientific) 

12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para la realización de los análisis estadísticos se empleó el software informático IBM 

SPSS Statistics 21.0 (IBM, Armonk, NY, United States). Los datos se analizaron 

mediante ANOVA (test de Duncan para datos con distribución normal y varianzas 

iguales, test de Games-Howell para datos con varianzas no homogénea, y test de Mann-

Whitney para datos sin distribución normal, según se indica en cada caso). Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas con un P valor<0,05. 
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1. EFECTOS DEL ESTRÉS POR METALES EN PLANTAS DE 

SORGO CON EL GEN SbPPC3 SILENCIADO POR ARNi 

Diversos estudios han demostrado que uno de los principales mecanismos de 

respuestas frente a la toxicidad por metales consiste en la síntesis y secreción de ácidos 

orgánicos, ya que estos actúan como quelantes de los metales en la rizosfera reduciendo 

su incorporación a la planta e intervienen en la detoxificación y secuestro de los iones 

metálicos dentro de la planta (DalCorso et al., 2008; Ryan et al., 2009; Kochian et al., 

2015; Fu et al., 2019; Su et al., 2019). Este proceso está asociado al aumento de expresión 

y actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo del carbono, como las enzimas 

del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) (Su et al., 2019). En este sentido, también la 

enzima PEPC juega un papel relevante en la síntesis de ácidos orgánicos frente a la 

toxicidad por metales (Ermolayev et al., 2003; Begum et al., 2009; Xu et al., 2018b; 

Willick et al., 2019). Este capítulo estudia la importancia de la isoforma PPC3 de sorgo 

en la respuesta a dos metales altamente contaminantes y comunes en el suelo, el aluminio 

y el cadmio, puesto que esta es la isoforma más abundante en raíces y presenta un papel 

relevante en la respuesta a otros tipos de estreses como la sal o el amonio (de la Osa, 

2020).  

Además, la isoenzima SbPPC3 presenta un papel crucial en la germinación de las 

semillas (Ruiz-Ballesta et al., 2014, 2016), al igual que su homólogo funcional AtPPC3. 

Esta juega un rol importante bajo  diferentes condiciones de estrés, como la sal (Feria et 

al., 2016) y el cadmio (Willick et al., 2019). Además, también se ha encontrado una 

importante respuesta frente al estrés por aluminio en soja (Ermolayev et al., 2003). Por 

ello, se realizará para ambos metales un estudio sobre la germinación en diferentes 

concentraciones de aluminio y cadmio.  

En definitiva, en este capítulo se investigaron los cambios en la fisiología de sorgo 

que causaba la carencia de la isoenzima PPC3 en situaciones de estrés por aluminio y por 

cadmio.  

1.1.  EFECTOS DEL ESTRÉS POR ALUMINIO EN PLANTAS DE SORGO CON 

EL GEN SbPPC3 SILENCIADO POR ARNi 

1.1.1. Impacto de la toxicidad de aluminio sobre la germinación de semillas Ppc3 

En primer lugar, se realizó un estudio sobre la germinación de semillas homocigotas 

de la generación T3 de la planta WT y de las líneas silenciadas línea Ppc3-1 y Ppc3-2 en 

condiciones control y de estrés por aluminio y se determinó la tasa de germinación. Para 

la realización de este estudio, las semillas WT y silenciadas se colocaron en diferentes 

concentraciones de aluminio (0, 0,5 y 1 mM) y se estudió la germinación en estas 

condiciones.  
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Para determinar la velocidad de germinación de las semillas de sorgo, se establecieron 

8 estadios de germinación (I-VIII) basándose en la longitud de la radícula y del epicótilo 

(Ruiz-Ballesta et al., 2014). Así, se determinó el estadio medio de germinación en el que 

se encontraban las semillas de sorgo en cada tratamiento a las 24, 48, 72 y 96 h.  Se 

observó un retraso en la velocidad de germinación en las líneas silenciadas en condiciones 

control, el cual resultó significativo a las 48 y 72 h (Fig. 22A). Por otra parte, el aluminio 

provocó un ligero retraso en la germinación que fue mayor con la concentración más alta, 

siendo observable una menor velocidad de germinación en las líneas Ppc3 respecto al 

WT en 1 mM de AlCl3, siendo significativo a las 48 y 96 h (Fig. 22B,C). Como se puede 

observar comparando todos los tratamientos (Fig. 22D) a las 72 h desde la imbibición, el 

aluminio tuvo un efecto leve sobre la germinación, ligeramente mayor en las líneas Ppc3, 

aunque solo fue significativo respecto a las semillas WT en condiciones control.  
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Figura 22. Efectos del aluminio sobre la velocidad de germinación de semillas Ppc3. Semillas fueron germinadas 

en placas de Petri (10 semillas/placa) como se describe en materiales y métodos y mantenidas en oscuridad a 25 ºC. 

Se determinó el estadio medio de germinación en el que se encontraba cada línea a las 24, 48, 72 y 96 horas. A. 

Semillas germinadas en agua destilada. B. Semillas germinadas en una solución de AlCl3 
0,5 mM. C. Semillas 

germinadas en una solución de AlCl3 
1 mM. Los datos representan el estadio medio ± EE (n = 3). * P<0,05 vs WT 

(T test). D. Estado medio de germinación de las semillas a las 72 h de la imbibición. Las diferentes letras indican 

diferencias significativas (Duncan, P<0,05).  
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Las semillas germinadas en el estudio anterior fueron sometidas a un experimento 

igual al realizado para el cadmio con el objetivo de determinar la capacidad de 

recuperación tras la eliminación del metal del medio. Sin embargo, no se encontraron 

diferencias entre las líneas para el tratamiento con aluminio, por lo que los resultados no 

son mostrados.  

1.1.2. Determinación de la unión del aluminio a las raíces de sorgo mediante tinción 

con violeta de pirocatecol 

La toxicidad por aluminio en plantas se caracteriza por la rapidez con la que los iones 

de este metal se unen al ápice de las raíces, unión que puede ocurrir en cuestión de minutos 

(Kochian et al., 2004; Li et al., 2017). En este sentido, para la localización del aluminio 

unido a las raíces se utilizó la tinción con violeta pirocatecol (PCV). El PCV reacciona 

con el aluminio (Watanabe et al., 1998) y el complejo PCV-Al adquiere una tonalidad 

azul, que es proporcional al contenido de aluminio presente en la superficie.  

Se realizó la tinción de raíces de plantas de sorgo de una semana tras 24 h de 

tratamiento con 1 mM de AlCl3.  Al igual que en el caso anterior, la región apical de las 

raíces tanto de la raíz principal como de las secundarias se tiñó con mayor intensidad, 

indicando una mayor unión del aluminio a estas regiones (Fig. 23). Además, hay que 

destacar la fuerte tinción encontrada en la cofia de las raíces, principalmente, de las raíces 

secundarias (Fig. 23).  

 

1.1.3. Efectos de la concentración de aluminio sobre plantas WT  

El aluminio, metal altamente reactivo, reacciona con el fósforo provocando su 

precipitando, y por tanto, haciendo que el P deje de estar disponible para la planta en el 

medio de cultivo (Wallihan, 1948). A su vez la ausencia de P implica respuestas 

Figura 23. Tinción con violeta de pirocatecol del aluminio unido a las raíces de la planta WT. Plantas 

de una semana fueron tratadas durante 24 h con 1 mM de AlCl3. Tras este, las raíces se tiñeron con PCV 

como se describe en el apartado 10.5 de materiales y métodos. La imagen se tomó tras lavar las raíces con 

agua destilada. En la imagen de la izquierda se muestran las plantas control y tratada con aluminio tras ser 

teñidas, en la imagen central se destacan las raíces de las plantas, donde se puede ver una mayor tinción en 

los ápices de las raíces. A la derecha se muestran imágenes obtenidas mediante microscopía óptica: arriba, 

el ápice radical de una de las raíces secundarias, donde se observa la fuerte tinción de la cofia; abajo, el 

ápice radical de la raíz principal.  
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relacionadas con la actividad PEPC o con cambios en su estado de fosforilación (Chen et 

al., 2007; Gregory et al., 2009; O’Leary et al., 2011a). Para evitar este efecto indirecto 

del aluminio, se emplearon tratamientos de corta duración, usando un medio de cultivo 

sin fosfato. En primer lugar, se emplearon diferentes concentraciones de aluminio para 

poder determinar cuál es la concentración con mayor efecto sobre el crecimiento y sobre 

la actividad PEPC en raíces, y poder emplear ésta en el resto de experimentos.  

En 48 h de tratamiento, el aluminio provocó una reducción importante del crecimiento 

de las raíces en todas las concentraciones empleadas (Fig. 24A). Además, la actividad 

PEPC aumentó en proporción a la concentración de aluminio, alcanzando su máximo a 1 

mM (Fig. 24B). En consecuencia, ésta fue la concentración empleada en el resto de 

experimentos.  

 

1.1.4. Efecto del estrés por aluminio sobre el desarrollo vegetativo de plantas de 

sorgo Ppc3 

En primer lugar, se estudiaron los efectos del aluminio sobre el crecimiento de las 

raíces. La unión de este metal a las mismas se produce en minutos, provocando una rápida 

inhibición de su crecimiento, siendo este el primer efecto observable en plantas expuestas 

a aluminio (Kochian et al., 2004; Begum et al., 2009; Sun et al., 2010). Por ello se 

analizaron los efectos del estrés por aluminio sobre la longitud y velocidad de crecimiento 

de las radículas de plantas WT y Ppc3-1, sometidas al tratamiento después de tres días 

desde la imbibición.  

Figura 24. Efetos del aluminio sobre el crecimiento y la actividad PEPC en raíces de sorgo WT. Plantas 

de sorgo WT de dos semanas fueron tratadas con diferentes concentraciones de AlCl3 (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5 

y 2 mM) durante 48 h. A. Variación de longitud de raíces desde el inicio al final del tratamiento. B. Actividad 

específica PEPC en raíces. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan 

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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La línea silenciada presentó una tasa de crecimiento significativamente menor que la 

WT en situación control. Por otra parte, el aluminio disminuyó de forma significativa la 

velocidad de crecimiento de las radículas en ambas líneas (Fig. 25A). La longitud de las 

radículas fue significativamente menor en la línea Ppc3-1 tanto en condiciones control 

como con aluminio respecto a la longitud alcanzada por las radículas WT en ambas 

condiciones (Fig. 25B). 

Finalmente, se estudió el efecto del estrés por aluminio en plantas de sorgo de dos 

semanas, las cuales fueron cultivadas como se indica en materiales y métodos y tratadas 

con 1 mM de AlCl3 durante 48 h. En estas plantas se determinó el efecto del 

silenciamiento y del estrés por aluminio sobre el crecimiento y la producción de biomasa. 

Los datos se muestran en la Tabla 4.  El aluminio provocó una disminución de la biomasa 

producida tanto en PF como PS y del incremento de altura de la parte aérea y de las raíces. 

No se observaron diferencias significativas en el PF de la parte aérea y de las raíces entre 

la planta WT y las líneas Ppc3, mientras que el PS de raíces fue menor en las líneas 

silenciadas tanto en condiciones control como con aluminio. Cabe destacar que el 

aluminio provocó una mayor reducción del ratio de elongación tanto de la parte aérea 

como de las raíces en las líneas Ppc3 que en la planta WT. 

 

 

 

 

Figura 25. Efectos del estrés por aluminio en el crecimiento de las radículas. Plántulas de sorgo se 

cultivaron hidropónicamente con 1 mM de CaCl2 y 5 μM de H3BO3 a pH 4,5 sin AlCl3 (control) y con 1 

mM de AlCl3 durante 48 h. A. Tasa de elongación de la longitud de las radículas. Se midió el incremento 

de la longitud de las radículas con el tiempo. Los datos representan la media ± EE (n = 3). *, P < 0,05 versus 

control (t test). B. Longitud final de las radículas. Se cuantificó la longitud de las radículas al finalizar el 

tratamiento. Los datos representan la media ± EE (n = 3). Las distintas letras denotan diferencias 

significativas (Duncan, P<0,05).  
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Tabla 4.  Efectos del estrés por aluminio sobre el crecimiento de plantas de sorgo. Plantas de dos 

semanas tratadas con 1 mM de AlCl3 durante 48 h como se describe en materiales y métodos. Las medidas 

se realizaron al finalizar el tratamiento.   Los datos corresponden a la media ± EE (n = 9 para la parte aérea 

y n=3 para los datos de raíces, cada réplica biológica corresponde con las raíces de tres plantas distintas). 

Las diferentes letras indican diferencias significativas (Games-Howell, P<0,05) dentro de cada columna.  

 

La toxicidad provocada por la mayor parte de los metales en plantas afecta directa o 

indirectamente a la fotosíntesis. El aluminio inhibe la fotosíntesis, principalmente al 

afectar directamente al fotosistema II (Su et al., 2019). Sin embargo, el tratamiento con 

aluminio aplicado no influyó sobre la fotosíntesis neta y sobre la conductancia estomática 

(Tabla 5).  Esto indica que los efectos del aluminio sobre la producción de biomasa o 

sobre el ratio de elongación están asociados a los efectos del aluminio sobre el 

crecimiento de las raíces y no a sus efectos sobre la fotosíntesis.  

Metales como el aluminio aumentan las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Kochian et al., 2004; Su et al., 2019) generando estrés oxidativo y provocando 

peroxidación lipídica (Silva, 2012). Una forma de determinar el nivel de estrés oxidativo 

consiste en la determinación de la cantidad de malondialdehído (MDA) presente en las 

muestras (Morales y Munné-Bosch, 2019). Además, la mayor cantidad de daño oxidativo 

se produce en hojas debido al desacoplamiento del transporte de electrones de la 

fotosíntesis que producen estos metales (Chen et al., 2010a), por lo que se cuantificó este 

marcador de daño oxidativo en hojas. Además, también se ha cuantificado también en 

hojas el contenido de prolina puesto que este aminoácido actúa como osmoprotector y 

antioxidante en condiciones de estrés abiótico, también por estrés por aluminio 

(Giannakoula et al., 2008).  

Estos dos marcadores de estrés, fueron medidos en hojas (Tabla 5). Tanto el MDA 

como la prolina fueron mayores en las líneas silenciadas que en la planta WT en 

condiciones control, fenómeno que ya había sido observado en estas líneas (de la Osa et 

al., 2022). El tratamiento con aluminio no afectó de forma importante al contenido de 

MDA en hojas y en el caso de la prolina, sólo la incrementó significativamente en hojas 

WT respecto a su control.  

 

  
Parte aérea Raíces 

  

Incremento 

(cm) 
PF (g) PS (g) 

Incremento 

(cm) 
PF (g) PS (g) 

WT 
Control 

7,89 ± 0,78a 1,28 ± 0,04a 0,19 ± 0,007a 4,5 ± 0,408a 2,15 ± 0,09a 0,17 ± 0,019a 

AlCl3 
4,72 ± 0,69ab 0,98 ± 0,04b 0,15 ± 0,007bc 2 ± 0,623bc 1,02 ± 0,02b 0,091 ± 0,02bc 

Ppc3-1 
Control 

6,72 ± 0,47a 1,16 ± 0,06a 0,179 ± 0,01ab 2,67 ± 0,54ab 1,78 ± 0,14a 0,114 ± 0,003b 

AlCl3 
3 ± 0,59b 0,93 ± 0,03ab 0,143 ± 0,005c 0,33 ± 0,272c 0,98 ± 0,04b 0,074 ± 0,004c 

Ppc3-2 
Control 

5,78 ± 1,35a 1,17 ± 0,11a 0,177 ± 0,01ab 3,33 ± 0,72ab 1,97 ± 0,26a 0,118 ± 0,01ab 

AlCl3 
2 ± 0,36b 0,98 ± 0,02ab 0,144 ± 0,005c 0,67 ± 0,27c 0,99 ± 0,06b 0,053 ± 0,015c 
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Tabla 5. Parámetros fotosintéticos e indicativos de estrés en plantas Ppc3 tratadas con aluminio. 

Plantas de dos semanas tratadas con 1 mM de AlCl3 durante 48 h como se describe en materiales y métodos. 

Las medidas se realizaron al finalizar el tratamiento.  Los datos de la fotosíntesis neta, la conductancia 

estomática, el MDA y la prolina son la media ± EE (n = 6). Las diferentes letras denotan diferencias 

significativas (Duncan, P<0,05) dentro de cada columna.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Las antocianinas intervienen en la respuesta a la toxicidad por metales, al actuar 

también como agentes quelantes de diversos iones metálicos entre los que destaca el 

aluminio. Éste incrementa la síntesis y acumulación de estos pigmentos (Schreiber et al., 

2010; Landi et al., 2015). Por este motivo, se cuantificó el contenido en antocianinas en 

hojas y raíces de las plantas tratadas con aluminio (Fig. 26).  

En hojas, el aluminio también incrementó significativamente el contenido de 

antocianinas, alcanzando niveles significativamente mayores en las plantas silenciadas 

(Fig. 26A). Por otro lado, el aluminio también provocó un aumento significativo en la 

acumulación de antocianinas en raíces, sin embargo, este fue similar en todas las líneas 

(Fig. 26B). 

 HOJAS 

  
Fotosíntesis 

neta 

 (µmolm-2s-1) 

Conductancia 

estomática 

(mol m-2 s-1) 

MDA 

(nmol/g PF) 

Prolina 

(nmol/g PF) 

WT 
Control 18 ± 0,4a 0,06 ± 0,004a 20,6 ± 1,3a 599 ± 23a 

AlCl3 17,2 ± 0,46ab 0,053 ± 0,003a 23,1 ± 1,05ab 734 ± 38b 

Ppc3-1 
Control 16,3 ± 0,06b 0,059 ± 0,004a 27,5 ± 0,75c 850 ± 59b 

AlCl3 16,8 ± 0,05ab 0,052 ± 0,003a 27,3 ± 1,2c 805 ± 55b 

Ppc3-2 
Control 16,3 ± 0,05b 0,052 ± 0,002a 23,7 ± 0,54ab 747 ± 25b 

AlCl3 17,8 ± 0,05a 0,051 ± 0,003a 24,5 ± 0,66bc 863 ± 43b 
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1.1.5. Efectos del aluminio en la actividad PEPC y en la expresión de los genes 

SbPPC 

La PEPC es importante en la síntesis de ácidos orgánicos como respuesta a metales 

(Begum et al., 2009; Yang et al., 2012; Huang et al., 2017a; Willick et al., 2019). En 

sorgo, es la isoenzima PPC3 la predominante en raíces y la que presenta mayor respuesta 

frente a estreses como el amonio o la sal (Arias-Baldrich et al., 2017; de la Osa et al., 

2022). De acuerdo con esto, tanto la actividad PEPC como la cantidad de PEPC 

inmunodetectada fueron drásticamente reducidas en radículas (Fig. 27A,C). y en raíces 

de plantas de dos semanas de la línea Ppc3-1 (Fig. 27B,D).  

El aluminio provocó un incremento significativo de la actividad PEPC en radículas y 

raíces de las plantas WT, este estuvo asociado con un aumento en la cantidad de PEPC 

inmunodetectada (Fig. 27). En esta inmunodetección se observaron dos bandas de PEPC 

inmunorreactiva. Esto se debe a que las isoformas no fotosintéticas de PEPC pueden ser 

modificadas postraduccionalmente mediante monoubiquitinación (Uhrig et al., 2008b; 

Ruiz-Ballesta et al., 2014).  Sin embargo, los efectos del aluminio y el silenciamiento 

fueron similares en ambas bandas de PEPC, monoubiquitinada y no-ubiquitinada (Fig. 

27C,D). 

 

 

Figura 26. Efetos del aluminio sobre el contenido de antocianinas en hojas y raíces. Plantas de sorgo de 2 

semanas fueron tratadas con 1 mM de AlCl3 durante 2 días. Las antocianinas se midieron como se indica en 

materiales y métodos.  A. Antocianinas en hojas. B. Antocianinas en raíces. Los datos son la media ± EE (n = 

3, cada réplica biológica está formada por 3 plantas). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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Además de estos estudios inmunológicos y enzimáticos, mediante qPCR se analizó la 

expresión de los genes SbPPC raíces de plantas de sorgo de dos semanas tratadas con 

aluminio durante 48 h (Fig. 28). SbPPC1 codifica la PEPC-C4 y se expresa solo en hojas. 

SbPPC5 (tipo-C3) y SbPPC6 (tipo bacteriano) presentan niveles de expresión muy bajos 

en hojas y raíces. Por estos motivos, los genes evaluados fueron SbPPC2, SbPPC3 y 

SbPPC4 en raíces. En este análisis se volvió a confirmar que la expresión de SbPPC3 era 

muy inferior en la línea silenciada y que, al contrario que en raíces WT, la exposición a 

aluminio no aumentaba su expresión (Fig. 28). Además, cabe destacar que el aluminio 

incrementó significativamente la expresión de SbPPC2, siendo este aún mayor en la línea 

silenciada que en el WT. Sin embargo, este aumento de expresión de SbPPC2 no consigue 

compensar la falta de SbPPC3 a nivel de actividad en las plantas silenciadas (Fig. 28).  
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Figura 27.  Efectos del aluminio sobre la actividad PEPC en radículas y raíces. A. Plántulas (3 días) fueron 

tratadas con 1 mM de AlCl3 durante 1 día. B. Plantas (2 semanas) se trataron con 1 mM de AlCl3 durante 2 días. 

C y D. Inmunoblot utilizando 50 μg de proteínas de extractos radículas o de raíces, respectivamente. Ambos 

fueron revelados con anticuerpos anti-PEPC. M. Marcador; C, tratamiento control; Al, tratamiento con aluminio. 

Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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 En hojas, el aluminio no tuvo efectos sobre la actividad PEPC ni en plantas WT ni 

en las líneas silenciadas y tampoco sobre la cantidad de PEPC inmunodetectada (Fig. 

29A,B). Por otro lado, el aluminio disminuyó la expresión de SbPPC1 e incrementó la de 

SbPPC2 en hojas WT, encontrando menor efecto en las plantas silenciadas. El aluminio 

no afectó a la expresión de SbPPC3 en hojas. También en este tejido la expresión de este 

gen se vio drásticamente reducida en las plantas Ppc3 (Fig. 29C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 WT Control WT Aluminio Ppc3-1Control Ppc3-1 Aluminio 

Figura 28. Expresión de genes SbPPC en raíces tratadas con aluminio. Plantas de dos semanas tratadas 

con 1 mM de AlCl3 durante 48 h como se describe en materiales y métodos. Los datos se representan en 

porcentaje respecto al WT control, al que se le dio un valor de 100% para cada gen. Los datos son la media 

± EE (n = 3, donde cada réplica biológica está formada por 3 plantas). Las diferentes letras minúsculas 

denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05) para cada gen. 
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Figura 29. Efectos del estrés por aluminio sobre la actividad PEPC y la expresión de genes SbPPC en 

hojas. Plantas de dos semanas tratadas con 1 mM de AlCl3 durante 48 h como se describe en materiales y 

métodos. A. Medida de la actividad PEPC específica en extractos de hojas. Los datos son la media ± EE (n 

= 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 

(Duncan, P<0,05). B. Inmunoblot con anticuerpos anti-PEPC de extractos de hojas con 10 μg de proteínas. 

M. Marcador; C, tratamiento control; Al, tratamiento con aluminio. C. Expresión de genes PPC en hojas. 

Los datos se representan en porcentaje respecto al WT control, al que se le dio un valor de 100% para cada 

gen.  Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas 

entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05) para cada gen. 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

PPC 1 PPC 2 PPC 3 PPC 4

M C Al C Al Al C 

PEPC 

WT Ppc3-1 Ppc3-2 
B 

0

0,4

0,8

1,2

1,6

WT Ppc3-1 Ppc3-2

A
ct

iv
id

a
d

 P
E

P
C

 (
U

/m
g

)

a 

a 

a 

a 
a 

a 

Control Aluminio 

WT Ppc3-1 Ppc3-2 

A
ct

iv
id

a
d

 P
E

P
C

 (
U

 m
g

-1
 p

ro
t.

) 

A 

b 

b 
b 

b 

a 

b 
b 

a 

 a 

ab 

a 
a 

E
x

p
re

si
ó

n
 r

el
a

ti
v

a
 (

%
) 

PPC1 PPC2 PPC3 

C 

a a 

b 

b 

PPC4 

 WT Control WT Aluminio Ppc3-1Control Ppc3-1 Aluminio 



      Resultados 

  134 
 

1.1.6. Efectos de la toxicidad por aluminio sobre la expresión de genes SbPPCK y 

la actividad PEPCk in vitro 

Además, se cuantificó la expresión de los genes SbPPCK mediante qPCR y se ensayó 

la actividad PEPCk medida in vitro. Para determinar si el aluminio además de aumentar 

la cantidad de PEPC, también afectaba a su estado de fosforilación.  

En raíces, el aluminio aumentó significativamente la expresión de SbPPCK2 y 

SbPPCK3 tanto en la línea WT como en la línea silenciada, además este incremento fue 

mayor en la línea Ppc3-1 para ambos genes (Fig. 30A). Para determinar la actividad 

PEPCk in vitro, se realizó un ensayo de fosforilación utilizando PEPC exógena y 

extractos de raíces o de hojas como se describe en materiales y métodos. La PEPC 

fosforilada fue determinada mediante la cuantificación de la intensidad y tamaño de 

bandas de un gel de electroforesis teñido con el tinte de fosfoproteínas ProQ. Luego, el 

mismo gel fue teñido con Sypro para observar la cantidad total de proteínas. La intensidad 

y tamaño de la banda de PEPC fue igualmente cuantificado en este segundo revelado. 

Finalmente, se calculó la proporción ProQ/Sypro, relativizando respecto al WT control. 

La proporción ProQ/Sypro aumentó significativamente en el tratamiento de aluminio 

respecto a la condición control, siendo, además mayor en la línea silenciada (Fig. 30B,C). 

Por tanto, en raíces, el incremento de expresión de los genes SbPPCK se correspondió 

con un aumento en la actividad PEPCk medida in vitro (Fig. 30).  

En hojas, el aluminio solo provocó cambios significativos en la expresión de 

SbPPCK1 de la planta WT, pero no en la línea Ppc3-1 y en la expresión de SbPPCK3 en 

la línea silenciada. Por otra parte, SbPPCK-2 aumentó ligeramente su expresión en 

presencia de aluminio, sobre todo en la línea silenciada (Fig. 31A). También, en hojas, se 

determinó la actividad PEPCk in vitro (Fig. 31B) y se observó que no había cambios 

significativos en la actividad PEPCk in vitro, aunque si hubo un ligero aumento de la 

misma en hojas WT tratadas con aluminio (Fig. 31B,C). 
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Figura 30. Efecto del aluminio en la expresión relativa de los genes SbPPCK y en la actividad PEPCk 

medida in vitro en raíces. Plantas de sorgo de dos semanas fueron tratadas con 1 mM de AlCl3. A. Expresión 

relativa de genes SbPPCK. Los datos se representan en porcentaje respecto al WT control, al que se le dio el valor 

de 100% para cada gen. B. Imagen representativa de un resultado de actividad PEPCk in vitro. El ensayo de 

actividad se realizó con (+) y sin (-) PEPC exógena semipurificada. En el carril 1 se cargó una alícuota de PEPC 

exógena incubada sin ATP. C. Se representa el ratio ProQ/SyPro en tanto por ciento, respecto a la planta WT 

control (100%). Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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1.1.7. Efecto del aluminio en la secreción de ácidos orgánicos por plantas Ppc3 

Una de las principales respuestas de las plantas frente al estrés por metales consiste, 

como se ha visto, en la secreción de ácidos orgánicos capaces de actuar como quelantes 

de los iones metálicos reduciendo su toxicidad sobre las funciones fisiológicas de la planta 

(DalCorso et al., 2008; Ryan et al., 2009; Kochian et al., 2015; Fu et al., 2019; Su et al., 

2019). La PEPC, participando en la síntesis de estos ácidos orgánicos, podría jugar un 

papel importante en esta respuesta (Xu et al., 2018b; Willick et al., 2019). Por este motivo, 

se determinaron los ácidos orgánicos en los exudados mediante espectrometría de masa. 

Para ello, plántulas de sorgo se cultivaron en tubos de 50 ml, siendo tratadas con aluminio 

durante 48h como se indica en materiales y métodos.  
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Figura 31. Efectos del aluminio sobre la expresión relativa de los genes SbPPCK y la actividad PEPCk 

medida in vitro en hojas. Plantas de sorgo de dos semanas se trataron con 1 mM de AlCl3. A. Expresión 

relativa de los genes SbPPCK. Los datos se representan con respecto al WT control, al que se le dio el valor 

de 100% para cada gen. B. Imagen representativa de un resultado de actividad PEPCk in vitro. El ensayo de 

actividad se realizó con (+) y sin (-) PEPC exógena semipurificada. En el carril 1 se cargó una alícuota de 

PEPC exógena incubada sin ATP. C. Las bandas fueron cuantificadas mediante el programa Multigauge V3.0. 

Se representa la ratio ProQ/SyPro en tanto por ciento, respecto a la planta WT control. Los datos son la media 

± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes 

tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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De esta forma, se cuantificaron los ácidos orgánicos presentes en los exudados, 

encontrando que fueron cuatro los mayoritarios: citrato y malato, relacionados 

directamente con la actividad PEPC y con la respuesta frente a la presencia de aluminio 

(López-Arredondo et al., 2014); y succinato y lactato (Fig. 32). En sorgo, el aluminio 

induce principalmente la secreción de citrato (Melo et al., 2018). En este trabajo se ha 

visto que el tratamiento con aluminio incrementaba drásticamente la presencia de citrato 

en el medio, aunque la respuesta fue similar en todas las líneas (Fig. 32A). Los cambios 

causados por el aluminio en el resto de ácidos orgánicos cuantificados, aunque 

significativos, fueron menos relevantes. El aluminio incrementó la secreción de 

succinato, en mayor medida en la planta WT. Además, en condiciones control la cantidad 

de succinato detectada también fue menor en las líneas silenciadas (Fig. 32B). El aluminio 

redujo la cantidad de malato en las plantas WT y no afectó al exudado por las líneas Ppc3, 

donde se mantuvo igual que en condiciones control. Condiciones en las que la cantidad 

de malato fue inferior al encontrada en plantas WT (Fig. 32C). Las líneas Ppc3 secretaron 

una menor cantidad de lactato que las plantas WT en todos los tratamientos, además el 

aluminio redujo la secreción de este ácido orgánico, especialmente en las líneas Ppc3 

(Fig. 32D). 

 

 

Figura 32.  Determinación de ácidos orgánicos exudados por raíces de plantas de sorgo tratadas 

con aluminio. Se determinaron los ácidos orgánicos presentes en los exudados radicales de plantas de 

sorgo de 15 días. Las plantas de 8 días se pasaron a bote de 50 ml con medio Hewitt durante 5 días. 

Posteriormente, el medio fue sustituido con 35 ml de una solución de 1 mM CaCl2, 5 µM H3BO3 a pH 

4,5 con 1 mM AlCl3. El medio fue recogido y enviado para su análisis mediante espectrometría de 

masas. A. Citrato. B. Succinato. C. Malato. D. Lactato. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las 

diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 

(Games-Howell, P<0,05). 

a a a 

b 

b 

b 

C 

a 

b 

ab ab 

ab ab 

a 

b 

a 
a 

c c 

a 
a

b 
c c 

a

b 
b 

B D 

A 

Control Aluminio 

C
it

ra
to

 (
U

A
 g

-1
 r

a
íz

) 

M
a

la
to

 (
U

A
 g

-1
 r

a
íz

) 

S
u

cc
in

a
to

 (
U

A
 g

-1
 r

a
íz

) 

L
a

ct
a

to
 U

A
 g

-1
 r

a
íz

) 



      Resultados 

  138 
 

En este nuevo método de cultivo para la cuantificación de los ácidos orgánicos 

exudados también se cuantificó la actividad PEPC de las raíces. Los resultados obtenidos 

fueron similares a los mostrados en puntos anteriores de este mismo capítulo. El aluminio 

incrementó significativamente la actividad PEPC medida en raíces de la planta WT, pero 

no en las líneas silenciadas, en las que la actividad PEPC de raíces fue significativamente 

menor en todas las condiciones comparándolas con la actividad medida en la planta WT 

(Fig. 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Actividad PEPC medida en raíces de sorgo tratadas con aluminio. Se determinó la actividad 

PEPC en raíces de plantas de sorgo de 15 días. Las plantas se cultivaron como se indica en la Figura 32. 

Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 

(Duncan, P<0,05). 
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1.2. EFECTOS DEL ESTRÉS POR CADMIO EN PLANTAS DE SORGO CON EL 

GEN SbPPC3 SILENCIADO POR ARNi 

1.2.1. Impacto del cadmio sobre la germinación de semillas Ppc3 

En primer lugar, se realizó un estudio de la germinación de semillas WT y Ppc3 en 

distintas concentraciones de cadmio (0, 0,5 y 1 mM). Para esto se siguió el mismo 

procedimiento realizado en el apartado del efecto del aluminio sobre la germinación, 

determinando el estadio medio de germinación (Ruiz-Ballesta et al., 2014) a las 24, 48,72 

y 96 h (Fig. 34). 

Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento retrasaba 

significativamente la germinación de las líneas Ppc3 respecto al WT en condiciones 

control (Fig. 34A). Por otra parte, el cadmio retrasó severamente la germinación de 

manera proporcional a la concentración del metal. Además, el efecto del cadmio fue 

mayor en las líneas silenciadas, encontrando diferencias significativas a las 72 y 96 h en 

la línea Ppc3-2 y en la línea Ppc3-1 para 0,5 y 1 mM de cadmio, respectivamente, 

comparándolas con el WT para cada condición (Fig. 34B,C).  Finalmente, se comparó el 

estadio medio de germinación para cada condición a las 96 h. A 0,5 mM de cadmio hubo 

una reducción significativa en el estadio de germinación en todas las líneas respecto a las 

condiciones control, si bien el efecto fue mayor en la línea Ppc3-2 e intermedio en la línea 

Ppc3-1. A 1 mM la reducción fue significativamente mayor, destacando que en las líneas 

modificadas los efectos del cadmio fueron significativamente mayores que en las semillas 

WT (Fig. 34D).  
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Las semillas germinadas en el estudio anterior fueron pasadas a un medio hidropónico 

donde se mantuvieron en presencia o no de 0,5 mM de cadmio durante 5 días, como se 

describe en “materiales y métodos”. Tras esto, se cambió la solución por medio Hewitt 

sin metal para determinar si las plántulas eran capaces de recuperarse tras la exposición 

prolongada al metal se cuantificó la altura de las mismas con el tiempo.  

En condiciones control, las líneas silenciadas presentaron un crecimiento 

significativamente menor al WT control (Fig. 35A,B). La eliminación del cadmio del 

medio de cultivo no permitió una recuperación considerable de la velocidad de 

crecimiento. Además, de nuevo, fueron las líneas Ppc3, previamente germinadas y 

tratadas con cadmio, las que presentaron la menor velocidad de crecimiento, 
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Figura 34. Efectos del cadmio sobre la germinación de semillas Ppc3. Semillas WT, Ppc3-1 y Ppc3-2 fueron 

germinadas en placas como se describe en materiales y métodos y mantenidas en oscuridad a 25 ºC. Se 

determinó el estadio de germinación en el que se encontraba cada línea a las 24, 48, 72 y 96 horas. A. Semillas 

germinadas en agua destilada. B. Semillas germinadas en una solución de cadmio 0,5 mM C. Semillas 

germinadas en una solución de cadmio
 
1 mM. Los datos representan el estadio medio ± EE (n = 3). * P<0,05 

vs WT (T test). D. Estadio medio de germinación de las semillas a las 96 h de la imbibición (n = 3). Las 

diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, 

P<0,05).  
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especialmente la línea Ppc3-1 (Fig. 35A). Los resultados a los 5 días tras la retirada del 

metal muestran que el crecimiento fue significativamente menor en la línea Ppc3-1 y que 

tuvo un valor intermedio en la línea Ppc3-2 (Fig. 35B). 

 

1.2.2. Efecto del estrés por cadmio sobre el desarrollo vegetativo en plantas de 

sorgo Ppc3 

Para el estudio de los efectos del silenciamiento de SbPPC3 y del estrés por cadmio 

se emplearon plantas de dos semanas crecidas en medio Hewitt, que fueron expuestas a 

100 µM de cadmio durante una semana. Los datos del efecto del estrés por cadmio sobre 

el incremento en altura y la biomasa en PF y PS se muestran en la tabla 6. El cadmio 

redujo la elongación de la parte aérea, siendo los efectos mayores en las líneas silenciadas, 

esto estuvo asociado también a una menor producción de biomasa en estas, aunque en 

este caso los resultados no fueron significativos. El cadmio también redujo el crecimiento 

de las raíces. En este caso, el incremento en longitud y la producción de biomasa fueron 

ligeramente menores en las líneas Ppc3 tratadas con cadmio que en las plantas WT.  
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colocadas en un cultivo hidropónico con Hewitt. A este medio se le añadió 0 ó 0,5 mM de cadmio, 
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a los 5 días de ausencia de metal. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras denotan diferencias 

significativas entre los distintos tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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Tabla 6.  Efecto del cadmio sobre el crecimiento de plantas de sorgo Ppc3. Plantas de sorgo de dos 

semanas cultivadas con medio Hewitt fueron expuestas a 100 μM de acetato de cadmio durante 1 semana, 

como se describe en materiales y métodos. Los datos se tomaron al final del tratamiento. Los datos son la 

media ± EE (n = 9 para la parte aérea y n = 3 para raíces, cada réplica biológica corresponde a las raíces de 

tres plantas). Las distintas letras denotan diferencias significativas (Duncan, P<0,05). 

 

 El cadmio, al igual que otros metales, afecta a la actividad fotosintética. Afecta al 

fotosistema II (Ekmekçi et al., 2008; Das et al., 2016) e induce el cierre estomático 

(DalCorso et al., 2008). Además, el cadmio afecta al contenido de pigmentos 

fotosintéticos, debido a sus efectos sobre la síntesis y la degradación de estos (DalCorso 

et al., 2008; Wahid et al., 2008). Por estos motivos se cuantificaron distintos parámetros 

fotosintéticos (fotosíntesis neta y conductancia estomática) y se midió el contenido en 

pigmentos fotosintéticos (Fig. 36). 

En condiciones control, la conductancia estomática (gs) de las líneas Ppc3-1 y Ppc3-

2 fue significativamente menor que en las plantas WT (Fig. 36B). Este resultado tuvo 

también implicaciones sobre la fotosíntesis neta (A), aunque en este caso las diferencias 

encontradas entre WT y las líneas silenciadas fueron más leves, siguieron siendo 

significativas (Fig. 36A). Estos datos coinciden con resultados previos obtenidos por 

nuestro grupo (de la Osa et al., 2022). El cadmio redujo significativamente ambos 

parámetros fotosintéticos, aunque lo hizo de forma similar entre las líneas de sorgo (Fig. 

36A,B). 

El cadmio provocó una reducción generalizada del contenido de clorofilas respecto a 

la condición control (Fig. 36C,D y E). La clorofila A disminuyó significativamente 

respecto a la condición control de forma similar en todas las líneas (Fig. 36C). El 

contenido en clorofila B fue reducido por el estrés por cadmio en mayor proporción que 

la clorofila A. Además, las líneas Ppc3 tratadas con cadmio presentaron un nivel de 

clorofila B significativamente menor al encontrado en plantas WT en esta misma 

condición (Fig. 36D), indicando una mayor sensibilidad a cadmio en estas dos líneas. 

Evidentemente, esto tuvo repercusión en el contenido total de clorofilas, que también fue 

menor en las líneas silenciadas (Fig. 36E). Por último, el contenido de carotenoides no se 

vio afectado por el estrés por cadmio en ninguna de las líneas de sorgo (Fig. 36F).  

  Parte aérea Raíces 

  Incremento 

(cm) 
PF (g) PS (g) 

Incremento 

(cm) 
PF (g) PS (g) 

WT 
Control 21,4 ± 0,74a 2,7 ± 0,13a 0,35 ± 0,02a 9,1 ± 0,8a 5,2 ± 0,34a 0,39 ± 0,03a 

Cd 10,3 ± 2b 1,3 ± 0,1b 0,19 ± 0,01b 5,6 ± 0,48d 2,1 ± 0,2c 0,16 ± 0,02cd 

Ppc3-1 
Control 18,3 ± 0,78a 2,3 ± 0,17a 0,27 ± 0,03a 6,4 ± 0,38bc 4,5 ± 0,55b 0,2 ± 0,02bc 

Cd 6,2 ± 2,6c 1,02 ± 0,1b 0,15 ± 0,01b 4,4 ± 0,31d 1,34 ± 0,1d 0,1 ± 0,02d 

Ppc3-2 
Control 18,4 ± 1,86a 2,79 ± 0,3a 0,32 ± 0,03a 8,2 ± 0,5ab 5,54 ± 0,4a 0,28 ± 0,03b 

Cd 5,92 ± 1,8c 1,07 ± 0,04b 0,17 ± 0,01b 4,3 ± 0,7d 1,7 ± 0,13c 0,13 ± 0,01cd 
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Figura 36. Efecto del cadmio sobre la actividad y los pigmentos fotosintéticos. Plantas de sorgo de dos 

semanas cultivadas con medio Hewitt fueron expuestas a 100 μM de cadmio como se describe en la Tabla 6. 

A. Fotosíntesis neta (A). B. Conductancia estomática (gsw). Los datos son la media ± SE (n = 3). Las 

diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, 

P<0,05). Se determinaron los pigmentos fotosintéticos como se indica en materiales y métodos. C. Clorofila 

A. D. Clorofila B. E. Clorofila total. F. Carotenoides. Los datos son la media ± EE (n = 6). Las diferentes 

letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Mann Whitney y 

Games-Howell, P < 0,05 para clorofilas A y B, y clorofila total, respectivamente).  
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Al igual que el aluminio, el cadmio aumenta la formación de ROS, por lo que también 

aquí se utilizó el MDA (Tiryakioglu et al., 2006; Li et al., 2013; Ur Rahman et al., 2021) 

y la prolina como indicadores del nivel de estrés (Ur Rahman et al., 2021). 

La tendencia en respuesta al cadmio del contenido de MDA y prolina en hojas fue 

similar entre las distintas líneas. El cadmio redujo el contenido de ambos en la planta WT, 

pero no en las líneas modificadas (Fig. 37). El MDA aumentó significativamente en la 

línea Ppc3-1 y levemente en la línea Ppc3-2 en presencia de cadmio (Fig. 37A). La 

prolina presentó la misma tendencia, aunque los resultados no fueron significativos (Fig. 

37B). Estos resultados sugieren que las líneas Ppc3 son más sensibles a la presencia de 

cadmio que la planta WT, en la que los mecanismos activados por cadmio para disminuir 

los niveles de estrés son más efectivos que en las líneas silenciadas, donde son 

insuficientes.  

 

El cadmio afecta a la absorción de otros nutrientes en una gran variedad de especies 

vegetales, al afectar a la permeabilidad de la membrana plasmática o por competencia 

directa por los mismos transportadores de membrana. Especialmente, el cadmio afecta a 

la absorción y transporte de otros cationes divalentes (Zhang et al., 2002; Wahid et al., 

2008; Hanikenne et al., 2021), como el calcio (Ca2+) (Huang et al., 2017b), el magnesio 

(Mg2+) (Hasan et al., 2009; Haider et al., 2021), el hierro (Fe2+)  (Benavides et al., 2005; 

Dubeaux et al., 2018; Cointry y Vert, 2019) o el zinc (Zn2+) (Haider et al., 2021). Por 

esto, se determinó el contenido en estos cationes en hojas y raíces de plantas WT y 

silenciadas (Ppc3-1 y Ppc3-2) en condiciones control y tratadas con 100 µM de cadmio 

(Fig. 38). 

El cadmio causó un incremento en el contenido de Fe y Zn en raíces (Fig. 38A,B), 

este aumento fue mayor en las raíces WT, siendo especialmente destacable en el caso del 

Fe. Por el contrario, el cadmio redujo el contenido de Ca y Mg también en raíces, siendo 
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los efectos mucho mayores en el caso de Mg (Fig. 38C,D). Sin embargo, los efectos 

fueron similares entre las distintas líneas de sorgo analizadas. Contrariamente a lo 

observado en raíces, en hojas el cadmio redujo significativamente el contenido de Fe y 

Zn, (Fig. 38E,F) y más ligeramente también redujo el contenido de Mg, aunque estos 

cambios fueron similares en todas las líneas de sorgo (Fig. 38H). Por último, el cadmio 

incremento el Ca en hojas en todas las líneas, aunque no fue significativamente en Ppc3-

1 (Fig. 38G). 
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Figura 38. Efectos del cadmio sobre el contenido de Fe, Zn, Ca y Mg en raíces y hojas. Plantas de 

sorgo tratadas con cadmio como se describe en la Figura 36. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las 

distintas letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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Las plantas presentan dos tipos de estrategia de captación del Fe del suelo. La 

estrategia I, típica de dicotiledóneas y monocotiledóneas no gramíneas y que consiste en 

la quelación del Fe (III) del suelo y su reducción a Fe (II) por la enzima quelato-férrico 

reductasa-oxidasa (FRO) antes de ser absorbido por las raíces a través del transportador 

regulado por hierro (IRT1). En esta estrategia se secretan compuestos fenólicos, protones 

y ácidos orgánicos para quelar el Fe del suelo (Marschner y Römheld, 1994; Kobayashi 

y Nishizawa, 2012). La estrategia II, típica de gramíneas, y en ella el Fe (III) del suelo es 

quelado por fitosideróforos e incorporado a la planta, sin ser reducido, a través de 

transportadores de la familia YS1 (Yellow Stripe 1) (Kobayashi y Nishizawa, 2012). No 

obstante, estas estrategias no son excluyentes. Por ejemplo, se ha comprobado que en 

arroz, pese a tener una estrategia de tipo II, presenta componentes típicos de la estrategia 

I (Kobayashi y Nishizawa, 2012; Wairich et al., 2019). También el sorgo es una planta 

con una estrategia II (Wairich et al., 2019; Prity et al., 2021), sin embargo algunas 

investigaciones ponen en duda esta clasificación como en Prity et al. (2021) donde la 

deficiencia de Fe no indujo la expresión de transportadores típicos de la estrategia II o 

Marschner y Römheld (1994) donde no encontraron diferencias significativas en la 

secreción de sideróforos en deficiencia de hierro. 

Estos transportadores de Fe suponen también una vía de entrada para otros metales 

como el Cd o el Zn, que compiten por el Fe. En consecuencia, una alta cantidad de cadmio 

provoca la inducción de la expresión de genes relacionados con la deficiencia de Fe 

(Nakanishi et al., 2006 Yoshihara et al., 2006; Meda et al., 2007; Kobayashi y Nishizawa, 

2012).  Por esto, se procedió a analizar la expresión de algunos de estos genes. 

Concretamente, se ha estudiado la expresión de dos genes asociados a la estrategia I: IRT1 

(transportador de Fe2+) y NRAMP (Proteína Natural de Macrófago asociada a 

Resistencia); y otros dos de la estrategia II: YS1 (transportador de Fe-fitosideróforos) e 

IRO2 (factor de transcripción bHLH relacionado con Fe) (Fig. 39). En cuanto a la 

estrategia I, el cadmio redujo significativamente la expresión de IRT (Fig. 39A), mientras 

que indujo drásticamente la expresión de NRAMP (Fig. 39B), ambos casos los efectos 

fueron similares entre las distintas líneas de sorgo. De la estrategia II, el cadmio indujo la 

expresión del factor de transcripción IRO2, alcanzando mayores niveles de expresión en 

las líneas silenciadas (Fig. 39C). Por último, el estrés por cadmio no afectó a la expresión 

del gen YS1 (Fig. 39D). En resumen, el cadmio incrementó la expresión de un gen de la 

estrategia I, el transportador NRAMP, y de un gen de la estrategia II, el factor de 

transcripción IRO2. Esto podría explicar la mayor acumulación de Fe y Zn observada en 

raíces, ya que ambos iones podrían entrar a través de la mayor cantidad de transportadores 

NRAMP. Estos resultados muestran que las plantas de sorgo responden al déficit de Fe 

provocado por el cadmio y que esta respuesta es diferente en el WT y en las líneas 

silenciadas.  
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1.2.3. Efectos del cadmio en la actividad PEPC y la expresión de los genes SbPPC 

En primer lugar, se seleccionó la concentración de cadmio a utilizar en este trabajo. 

Para ello, se consultó la bibliografía especializada y se probaron diferentes 

concentraciones (0, 25, 50 y 100 µM) hasta encontrar aquella en la que se producía el 

mayor incremento de actividad y cantidad PEPC. Este tratamiento se llevó a cabo durante 

una semana en plantas WT (Fig. 40). El cadmio incrementó la actividad específica PEPC 

en raíces de forma dosis-dependiente (Fig. 40A), estos resultaron se correlacionaron con 

un incremento en la cantidad de PEPC detectada por inmunodetección (Fig. 40B). La 

mayor actividad y cantidad de PEPC se alcanzó a los 100 µM de cadmio. Por tanto, esta 

fue la concentración empleada en los experimentos de este trabajo en tratamientos de una 

semana, aplicado sobre plantas de dos semanas.  

 

 

Figura 39. Efecto del cadmio sobre la expresión relativa de genes relacionados con el déficit de hierro en 

raíces. Plantas de sorgo tratadas con cadmio como se describe en la Figura 36. Los datos se representan en 

porcentaje respecto al WT control, al que se le asigno el valor de 100% para cada gen. A. IRT1. B. NRAMP. 

C. IRO2. D. YS1. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras denotan diferencias significativas 

(Duncan, P < 0,05). 
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Al igual que en el caso del aluminio, se procedió a estudiar el papel de la isoforma 

SbPPC3 en el estrés por cadmio en las líneas con este gen silenciado. En Arabidopsis, ya 

se había visto que el homólogo funcional de ésta (AtPPC3) era inducida en presencia de 

cadmio (Willick et al., 2019).  

En hojas, el cadmio incrementó levemente la actividad PEPC, pero no la cantidad 

PEPC inmunodetectada (Fig. 41A,B). Por otro lado, en raíces si se observó un importante 

incremento de la actividad PEPC únicamente en plantas WT, pero no en las líneas 

silenciadas. Estos resultados se correlacionaron con la cantidad de PEPC 

inmunodetectada. En las líneas Ppc3 el nivel de actividad y cantidad de PEPC de raíces 

fue drásticamente menor que en las plantas WT (Fig. 41C,D). Estos resultados se 

correlacionaron con los niveles de expresión de SbPPC3 en raíces. El cadmio indujo 

fuertemente su expresión en plantas WT, pero no en la línea silenciada. También indujo 

la expresión de SbPPC2 en raíces, especialmente en la línea modificada (Fig. 41E). Estos 

resultados muestran la predominancia de la isoforma PPC3 en la respuesta al cadmio a 

nivel de actividad PEPC, puesto que el incremento de la expresión de SbPPC2 no 

consigue remplazar la falta de PPC3 en las líneas Ppc3. 
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1.2.4. Efectos del cadmio sobre la expresión de genes SbPPCK y la actividad PEPCk 

in vitro 

 El cadmio aumentó la expresión de SbPPCK2 y una disminución de la expresión de 

SbPPCK3 en raíces. En ambos casos, los efectos fueron mayores en la línea Ppc3-1 (Fig. 

42A). La actividad PEPCk in vitro aumentó en presencia de cadmio en la línea Ppc3-1 

pero no en la planta WT (Fig. 42B,C). Estos resultados sugieren que el aumento en la 

actividad PEPCk de la línea Ppc3-1 podría estar asociado al aumento de expresión de 

SbPPCK2.   

 

Figura 42. Efecto del cadmio sobre la expresión relativa de los genes SbPPCK y la actividad PEPCk 

medida in vitro en raíces de sorgo. Plantas de sorgo fueron tratadas con cadmio como se describe en la Figura 

36. A. Expresión relativa de los genes SbPPCK2 y 3. Los datos se representan en porcentaje respecto al WT 

control, al que se le dio el valor de 100% para cada gen. B. Imagen representativa de los resultados de actividad 

PEPCk in vitro. La actividad in vitro se midió con (+) o sin (-) PEPC exógena semipurificada. En el carril 1 se 

cargó una alícuota de PEPC exógena incubada sin ATP. C.  Se representa la ratio ProQ/SyPro en tanto por ciento, 

respecto a la planta WT control. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan 

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P < 0,05). 
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En hojas, el cadmio disminuyó la expresión de SbPPCK1 en plantas WT, mientras 

que la aumentó moderadamente en las líneas silenciadas, mientras que la expresión de 

SbPPCK2 solo aumentó en hojas WT. El cadmio no afectó a la expresión de SbPPCK3 

(Fig. 43). 

 

1.2.5. Efectos del cadmio en la exudación de ácidos orgánicos  

Al igual que en el estrés por aluminio, también se determinaron los cambios en la 

secreción de ácidos orgánicos como respuesta al estrés por cadmio en plantas WT y en 

las líneas silenciadas Ppc3-1 y Ppc3-2. Para ello, plántulas de sorgo se cultivaron en botes 

de 50 ml con medio Hewitt. Estas fueron tratadas durante 5 días con 100 µM de cadmio 

en este mismo medio. Éste fue sustituido por 35 ml de un medio consistente en 1 mM 

CaCl2 y 5 µM H3BO3, con o sin 100 µM de cadmio. El medio fue recogido después de 

48 h y enviado para la determinación de los ácidos orgánicos exudados mediante 

espectrometría de masas.  

La determinación de ácidos orgánicos permitió encontrar 4 ácidos orgánicos 

mayoritariamente secretados en la rizosfera: citrato, malato, succinato y lactato (Fig. 44). 

El cadmio incrementó severamente la cantidad de citrato exudada por las raíces, esta 

respuesta fue drásticamente mayor en las plantas WT que en ambas líneas silenciadas 

(Fig. 44A). El cadmio aumentó moderadamente la secreción de malato en la planta WT, 

pero no en las líneas modificadas. Además, en condiciones control el malato detectado en 

las líneas Ppc3 fue menor que en la planta WT, (Fig. 44B). Estos resultados establecen 

una relación clara entre el contenido de citrato y malato exudado por las raíces y la 

actividad de la isoenzima PPC3.  
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Figura 43. Efectos del silenciamiento y del estrés por cadmio sobre la expresión de genes 

SbPPCK en hojas. Las plantas de sorgo fueron tratadas con cadmio como se describe en la Figura 

36. Los datos se representan en porcentaje respecto al WT control para cada gen. Los datos son 

la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre 

los diferentes tratamientos (Duncan, P < 0,05). 



Resultados 

153 
 

Por otra parte, el cadmio provocó una reducción significativa de la cantidad de 

succinato y lactato secretados, que fue similar entre la planta WT y las líneas silenciadas. 

Cabe destacar que la cantidad tanto de succinato como de lactato fue mayor en la planta 

WT que en las líneas modificadas en condiciones control (Fig. 44C,D).  

En estas condiciones también se cuantificó la actividad PEPC de las raíces. Se 

confirmó nuevamente que el cadmio incrementaba significativamente la actividad PEPC 

en raíces de la planta WT, pero no en las líneas silenciadas, en las que la actividad PEPC 

de raíces fue significativamente menor en todas las condiciones comparándolas con la 

actividad medida en la planta WT control (Fig. 45).  

 

 

Figura 44. Determinación de ácidos orgánicos exudados por raíces de plantas de sorgo tratadas con 

cadmio.  Se determinaron los ácidos orgánicos presentes en los exudados radicales de plantas de sorgo. Las 

plantas de 8 días pasaron a medio Hewitt con o sin 100 µM de cadmio durante 5 días.  Finalmente, el medio 

fue sustituido con una solución de 1 mM CaCl2, 5 µM H3BO3 a pH 4,5 en control, sin o con 100 µM de 

cadmio, para las condiciones control y de tratamiento con cadmio, respectivamente. El medio fue recogido 

y enviado para su análisis mediante espectrometría de masas. A. Citrato. B. Malato. C. Succinato. D. 

Lactato. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos (Games-Howell, P < 0,05). 
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1.2.6. Efectos del silenciamiento de SbPPC3 en la acumulación de cadmio en raíces 

 Por último, se determinó la cantidad de cadmio presente en raíces mediante 

espectrofotometría de absorción atómica para estudiar si los cambios en la actividad 

PEPC y en la secreción de ácidos orgánicos detectados en las líneas silenciadas afectaban 

a la entrada y acumulación de cadmio en estas plantas. El cadmio en raíces fue 

cuantificado a la semana y a las dos semanas de tratamiento. Se observó que en la primera 

semana las líneas Ppc3 absorbieron una menor cantidad de cadmio, mientras que a la 

segunda semana el nivel de cadmio alcanzado en estas líneas fue similar al encontrado en 

las raíces WT. Al analizar la variación entre ambas semanas de tratamiento, se observa 

que el incremento es mucho mayor en las líneas silenciadas (Tabla 7).  

 Tabla 7. Efecto del silenciamiento sobre la acumulación de cadmio en raíces. Plantas de sorgo de dos 

semanas crecidas con medio Hewitt fueron expuestas a 100 μM de cadmio durante 1 ó 2 semanas. Se 

muestra la cantidad de cadmio en raíces como la media ± EE (n = 3) a la primera y la segunda semana. Las 

diferentes letras denotan diferencias significativas (Duncan, P<0,05). También se muestra la variación en 

el contenido de cadmio entre ambas semanas (∆). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Semana 1 Semana 2 ∆ 

WT 3429 ± 144a 3975 ± 322a 545 

Ppc3-1 2479 ± 106b 4040 ± 519a 1561 

Ppc3-2 2257 ± 49b 3754 ± 250a 1497 

Figura 45. Actividad PEPC medida en raíces de plantas de sorgo tratadas con cadmio. Las 

plantas fueron cultivadas como se describe en la Figura 44. Se cuantificó la actividad PEPC y el 

contenido de proteínas a partir de los extractos crudos de las raíces. Los datos son la media ± EE 

(n = 3).  Las distintas letras denotan diferencias significativas (Duncan, P <0,05). 
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2. EFECTOS DEL DÉFICIT DE FÓSFORO EN PLANTAS DE 

SORGO CON EL GEN SbPPC3 SILENCIADO POR ARNi 

El fósforo es uno de los elementos esenciales más limitantes en la producción agrícola 

debido a su baja biodisponibilidad (Hammond et al., 2004; López-Arredondo et al., 2014; 

Daneshgar et al., 2018). Por este motivo, las plantas presentan un amplio abanico de 

respuestas encaminadas al aumento de la solubilización, de la captación y de la eficiencia 

en el uso del mismo dentro del metabolismo de la planta (Hammond et al., 2004; Pandey 

et al., 2014), como se explicó en la “Introducción”.  

Las plantas absorben el fósforo en forma de fosfato inorgánico (Pi). Éstas aumentan 

la solubilización del Pi presente en los suelos mediante diversas estrategias como el 

bombeo de protones, la secreción de fosfatasas o la secreción de ácidos orgánicos, 

principalmente citrato y malato (Ryan et al., 2001). La secreción de estos ácidos 

constituye una de las respuestas más importantes y comunes frente a la deficiencia de 

fósforo, habiendo sido descrita en una gran cantidad de especies vegetales (López-

Arredondo et al., 2014). Dicha respuesta está asociada a cambios en la actividad de 

distintas enzimas metabólicas, entre las que destacan las enzimas del ciclo de Krebs como 

la MDH o CS, y también otras como la PEPC (Hammond et al., 2004; Neumann y 

Römheld, 2012; López-Arredondo et al., 2014). Además de este papel en la secreción de 

ácidos orgánicos, la PEPC también puede tener gran importancia en condiciones de 

deficiencia de P al constituir una ruta alternativa a la PK en la glucolisis (Plaxton y Tran, 

2011; Neumann y Römheld, 2012).  

En este sentido, la expresión del gen  AtPPC3 se induce en raíces de Arabidopsis por 

la deficiencia de P (Gregory et al., 2009; Feria et al., 2016), por lo que su homólogo 

funcional en sorgo, SbPPC3, podría también participar en la respuesta a este estrés 

abiótico en raíces de sorgo. Por este motivo, se estudiarán durante este capítulo los efectos 

fisiológicos de la falta de P en las plantas de sorgo, y el papel que juega SbPPC3 en dichas 

respuestas.  

2.1. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN Y FUENTE DE FÓSFORO 

SUMINISTRADO A PLANTAS DE SORGO 

En este capítulo se estudiaron los efectos de la deficiencia de P sobre plantas de sorgo. 

Para ello, se llevaron a cabo experimentos aportando en el medio hidropónico dos fuentes 

distintas de este macronutriente (fosfato soluble (Ps) o fosfato insoluble (PCa)), en 

distintas concentraciones (100, 300, 600 y 1340 µM NaH2PO4 para Ps; 50, 150, 300 y 

670 µM Ca3(PO4)2 para PCa). Los tratamientos se aplicaron durante 3 semanas, tras las 

cuales se cuantificaron varios parámetros de crecimiento vegetativo y el contenido de 

fósforo total en las raíces. Este se realizó en plantas WT y en las líneas silenciadas (Ppc3-

1 y Ppc3-2). Por otro lado, se realizó un experimento con la planta WT en tres condiciones 

distintas: control (C) (1340 µM de NaH2PO4), sin fósforo (-P) y con fosfato insoluble 

(670 µM Ca3(PO4)2). En este segundo experimento se analizó un mayor número de 
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parámetros, como medidas biométricas y fisiológicas como la fotosíntesis o la 

acumulación de antocianinas. Estos parámetros se analizaron en la segunda y tercera 

semana de tratamiento. En todas las condiciones, el resto de macro y micronutrientes 

esenciales se aportó en la forma y concentraciones del medio Hewitt (1966), tal y como 

se indica en “materiales y métodos”.  

En primer lugar, tras tres semanas de tratamiento con las distintas concentraciones de 

Ps y PCa descritas anteriormente, se realizaron distintos análisis biométricos de las líneas 

WT, Ppc3-1 y Ppc3-2. Se observó un marcado efecto negativo del tratamiento PCa sobre 

el crecimiento de las plantas de sorgo respecto a concentraciones equimolares de fósforo 

de los tratamientos Ps. En el tratamiento PCa, el crecimiento se vio seriamente afectado 

en todas las concentraciones, salvo en la más elevada (670 µM Ca3(PO4)2), tratamiento 

con el que se observó un mejor crecimiento de la planta, aunque siempre menor que el 

tratamiento con una concentración equimolar de fosfato soluble (1340 µM NaH2PO4) 

(Fig. 46). 

 La altura de la planta se vio afectada tanto por el tipo de fosfato como por la 

concentración del mismo. En el caso del tratamiento Ps, a concentraciones bajas (100 y 

300 uM) se observó una reducción de la altura de la planta en comparación con 

concentraciones mayores (600 y 1340 uM), aunque no se detectaron diferencias entre las 

distintas líneas analizadas (Fig. 47). Sin embargo, a estas concentraciones altas de fosfato 

sódico sí que se detectó una menor altura de las plantas silenciadas en comparación con 

la línea WT, sobre todo para la línea Ppc3-2 (Fig. 47). La presencia de fosfato cálcico 

como fuente de P se tradujo en una reducción importante de la altura de las plantas en 

comparación con concentraciones equimolares de fosfato soluble. Sólo a concentraciones 

altas de fosfato cálcico (300 y 670 uM Ca3(PO4)2) se observó un ligero aumento de la 

altura de la planta, aunque siempre muy inferior a la altura correspondientes con fosfato 

soluble. No se detectaron diferencias significativas entre las distintas líneas a ninguna 

concentración de fosfato insoluble (Fig. 47). 
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Figura 46. Efectos del tratamiento con distintos niveles de P sobre el crecimiento de plantas de sorgo. 

Las plantas líneas de sorgo WT, Ppc3-1 y Ppc3-2 se crecieron en medio Hewitt con diferentes 

concentraciones de fosfato soluble (100, 300, 600 y 1340 µM NaH2PO4 [Ps]) o de fosfato insoluble (50, 

150, 300 y 670 µM Ca3(PO4)2[PCa]) durante tres semanas. Las imágenes corresponden a las diferentes 

líneas tras 3 semanas de tratamiento.  
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Resultados similares se observaron al analizar la producción de biomasa de la parte 

aérea de las plantas. Ésta presentó mayor peso fresco a mayor concentración de Ps, siendo 

observable, principalmente, en las dos concentraciones más altas de esta fuente de P (600 

y 1340 µM NaH2PO4). Al igual que en las medidas de altura, se observó que en estas dos 

concentraciones la producción de biomasa de la parte aérea fue significativamente menor 

en las dos líneas silenciadas (Fig. 48A). Sin embargo, en el tratamiento PCa no se observó 

un incremento de la producción de biomasa al aumentar la concentración de éste, y 

tampoco se encontraron diferencias significativas entre la línea WT y las líneas 

silenciadas Ppc3-1 y Ppc3-2 (Fig.48B). Resultados similares fueron obtenidos en el caso 

de la producción en biomasa de raíces para ambos tipos de fuentes de P (Fig. 48C,D). 

 

 

 

 

Figura 47. Efectos de la concentración y fuente de fósforo sobre la altura de plantas de sorgo. Las 

plantas de sorgo crecieron en medio Hewitt con diferentes concentraciones de fosfato soluble (100, 300, 

600 y 1340 µM NaH2PO4 [Ps]) o de fosfato insoluble (50, 150, 300 y 670 µM Ca3(PO4)2 [PCa]) durante 

tres semanas. Tras el tratamiento se midió la altura de la planta desde la base del tallo hasta la hoja más 

alta. Se representa la longitud de la parte aérea como la media ± EE (n = 9). Las letras denotan diferencias 

significativas dentro de cada concentración de fosfato empleada (Duncan, P<0,05).  
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Al analizar las medidas de biomasa en término de peso seco, los resultados obtenidos 

fueron, en general, similares a los de peso fresco (Fig. 49). En hojas, al incrementar la 

concentración de Ps aumentó la biomasa seca, siendo este aumento significativamente 

mayor en las plantas WT que en las líneas modificadas en las concentraciones más altas 

de Ps (Fig. 49A). En el tratamiento PCa no se observaron grandes diferencias ni entre las 

distintas líneas ni al elevar su concentración (Fig. 49B). En raíces, no hubo diferencias 

significativas de la biomasa seca con las concentraciones más bajas de Ps y PCa. Sin 

embargo, a las concentraciones más altas de PS, la biomasa seca aumentó 
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Figura 48. Efectos de la concentración y tipo de fosfato sobre la producción de peso fresco de las plantas 

de sorgo. Las plantas de sorgo (WT, Ppc3-1 y Ppc3-2) se cultivaron en medio Hewitt con diferentes 

concentraciones de fosfato como se indica en la Figura 46. Tras 3 semanas de tratamiento, las plantas se 

recolectaron y se pesaron los tejidos. A. Peso fresco de la parte aérea en el tratamiento Ps. B. Peso fresco de la 

parte aérea en el tratamiento PCa. C. Peso fresco de raíces en el tratamiento Ps. D. Peso fresco de raíces en el 

tratamiento PCa. Los datos son la media ± EE (n = 9 para la parte aérea y n = 3 para las raíces. Para el caso de 

hojas, cada réplica biológica supone el peso de la parte aérea de 1 planta; para las raíces cada réplica biológica 

supone el peso de las raíces de 3 plantas). Las letras denotan diferencias significativas dentro de cada 

concentración de fosfato empleada (Duncan, P<0,05).  
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significativamente. El peso seco de raíces en estas concentraciones fue ligeramente 

inferior en las líneas modificadas que en la WT (Fig. 49C,D).  

Debido al papel que juega la PEPC en las respuestas a la falta de P en raíces de otras 

plantas (Gregory et al., 2009; Feria et al., 2016), analizamos la actividad de esta enzima 

en las raíces recolectadas anteriormente. De nuevo, se confirmó la eficiencia del 

silenciamiento de SbPPC3, puesto que la actividad PEPC de raíces fue siempre muy 

superior en plantas WT que en las líneas modificadas (Fig. 50). Se observó una relación 

inversa entre la concentración de Ps y la actividad PEPC en todas las líneas, es decir, al 
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Figura 49. Efectos de la concentración y tipo de fosfato sobre la producción de biomasa seca en plantas de 

sorgo. Las plantas de sorgo (WT, Ppc3-1, Ppc3-2) se cultivaron en medio Hewitt con diferentes concentraciones 

de fosfato como se indica en la Figura 46. Tras 3 semanas de tratamiento se recolectaron y se pesaron los tejidos, 

obteniendo el peso seco de los mismos como se indica en materiales y métodos (sección 1.2). A. Peso seco de 

la parte aérea en el tratamiento con Ps. B. Peso seco de la parte aérea en el tratamiento con PCa. C. Peso seco 

de raíces en el tratamiento con Ps. D. Peso seco de raíces en el tratamiento con PCa. Los datos son la media ± 

EE (n = 3, cada réplica biológica supone el peso seco de la parte aérea o de raíces de 3 plantas). Las letras 

denotan diferencias significativas dentro de cada concentración de Pi empleada (Duncan, P<0,05).  
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aumentar la concentración de Ps, disminuía la actividad PEPC (Fig. 50A). Sin embargo, 

en el tratamiento PCa se detectó un aumento de la actividad PEPC en la línea WT al 

aumentar la concentración de fosfato cálcico. A las concentraciones de 300 y 670 uM de 

fosfato cálcico se detectó el doble de actividad PEPC que a concentraciones equimolares 

de fosfato soluble (600 y 1340 uM NaH2PO4). Además, las líneas silenciadas presentaron 

menor nivel de actividad PEPC respecto a las plantas WT en todas las concentraciones 

(Fig. 50B).  

 

Finalmente, para determinar si todos los efectos encontrados anteriormente según la 

línea de sorgo y la fuente y concentración de P suministrada se relacionaban con una 

distinta acumulación de este elemento en la planta, se cuantificó el contenido de fósforo 

total en raíces de sorgo en todas las condiciones analizadas. El aumento de la 

concentración de P aplicado, tanto en forma de fosfato soluble como de fosfato cálcico, 

provocó un incremento en la concentración de fósforo en todas las líneas (Fig. 51). No se 

detectaron diferencias en el contenido de fósforo entre las raíces WT y de las líneas 

silenciadas en ninguno de los tratamientos Ps (Fig. 51A). Sin embargo, en los 

tratamientos con mayor concentración de fosfato cálcico, las líneas de sorgo modificadas 

presentaron un menor contenido de fósforo en raíces, diferencia destacable tan sólo en la 

concentración más alta (Fig. 51B). 
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Figura 50. Efectos de la concentración y tipo de fosfato sobre la actividad PEPC en raíces de sorgo. Las 

plantas de sorgo (WT, Ppc3-1 y Ppc3-2) se cultivaron en medio Hewitt con diferentes concentraciones de 

fosfato soluble como se indica en la Figura 46. Las medidas fueron realizadas al finalizar el tratamiento. A. 

Medida de actividad PEPC en extractos de raíces de plantas del tratamiento Ps. B. Medida de actividad PEPC 

en extractos de raíces de plantas del tratamiento PCa. Se representa la actividad PEPC como la media ± EE (n 

= 3, donde cada réplica biológica corresponde a las raíces de 3 plantas distintas). Las letras denotan diferencias 

significativas (Duncan, P<0,05).  
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Las mayores diferencias de comportamiento entre las plantas WT y las líneas 

silenciadas Ppc3 tenían lugar en las concentraciones más altas estudiadas, es decir, 1340 

µM de NaH2PO4y 670 µM de Ca3(PO4)2. Cabe destacar que fue a esta concentración de 

Ca3(PO4)2 la única condición donde se observó un menor contenido de fósforo en las 

raíces de las líneas modificadas en comparación con las plantas WT. Esto podría indicar 

una menor capacidad de solubilización de esta forma de P por parte de las líneas 

silenciadas. En consecuencia, serán estas dos concentraciones de P, junto a un tratamiento 

sin nada de P, las empleadas en los siguientes apartados de este capítulo. 
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diferencias significativas (Duncan, P<0,05).  

Ps PCa 
A B 

WT Ppc3-1 Ppc3-2 WT Ppc3-1 Ppc3-2 

F
ó

sf
o

ro
 t

o
ta

l 
(m

g
 P

 g
-1

P
S

) 

F
ó

sf
o

ro
 t

o
ta

l 
(m

g
 P

 g
-1

P
S

) 

abc 



Resultados 

163 
 

2.2. CARACTERIZACIÓN DE LA DEFICIENCIA DE FÓSFORO EN PLANTAS 

WT DE SORGO 

En los siguientes apartados se emplearon las dos fuentes de P a su máxima 

concentración tal y como se determinó anteriormente, es decir 1340 µM de NaH2PO4 

considerado como condiciones control (C), y 670 µM de Ca3(PO4)2 (PCa). Además, se 

utilizó un tercer tratamiento sin ninguna fuente de fósforo (-P). En este bloque se empleó 

únicamente la planta WT y se cuantificaron distintos parámetros en la segunda y tercera 

semana de tratamiento con el objetivo de determinar la duración óptima del mismo, para, 

posteriormente, utilizar esa duración en el estudio comparativo entre plantas WT y Ppc3.  

2.2.1. Influencia del déficit de fósforo sobre el crecimiento 

En primer lugar, se determinó semanalmente el crecimiento de las plantas de sorgo 

WT en cada tratamiento (Control, -P y PCa), midiendo la altura de la planta y la longitud 

máxima de las raíces. Los resultados obtenidos mostraron que el efecto de los 

tratamientos sobre el crecimiento de las plantas de sorgo empezaba a apreciarse a partir 

de la segunda semana, sin observarse diferencias significativas al finalizar la primera 

semana de tratamiento, ni en el crecimiento de la parte aérea ni en el de las raíces (Fig. 

52A,B).  
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Figura 52.  Efecto del déficit de fósforo sobre el crecimiento de plantas de sorgo WT. Las plantas 

de sorgo WT se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin 

fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) durante tres semanas. Las medidas fueron 

tomadas semanalmente y calculadas respecto a la longitud inicial. A. Altura de la parte área. B. Longitud 

máxima de las raíces. Los datos son la media ± EE (n = 6; para la altura de la planta cada réplica 

biológica supone la medida de 3 plantas; para la longitud de las raíces cada réplica biológica supone la 

longitud máxima de raíz de 3 plantas distintas). Las diferentes letras denotan diferencias significativas 

entre los diferentes tratamientos dentro de cada semana (Duncan, P<0,05). 
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En general, la falta total de P (-P) redujo notablemente el crecimiento en altura de las 

plantas a partir de la segunda semana, reduciendo en más de un 50% la altura respecto de 

las plantas con fosfato soluble (C) al final de la tercera semana de tratamiento. El 

tratamiento PCa produjo unos niveles de crecimiento en altura intermedios entre las dos 

condiciones anteriores (Fig. 52A). Por el contrario, la longitud de las raíces aumentó en 

falta de P, siendo los cambios nuevamente significativos a partir de la segunda semana de 

tratamiento. En el tratamiento PCa se observó un crecimiento intermedio, aunque en este 

caso no fue significativamente diferente a los obtenidos en las condiciones control (Fig. 

52B). Estos cambios se tradujeron en un aumento en el ratio raíz/parte aérea en 

condiciones de deficiencia de P (Fig. 53).  

 

2.2.2. Determinación del grado de estrés provocado por la falta de fósforo  

Con el objetivo de determinar el efecto de la deficiencia de P sobre la capacidad 

fotosintética de la planta (Xu et al., 2007; Lin et al., 2009), se midió la fotosíntesis neta 

(A) y la conductancia estomática (gs) en las plantas de sorgo sometidas a los tratamientos 

anteriores. Como indicador de estrés por falta de P se midió el contenido de antocianinas 

en hojas, uno de los síntomas más comunes en las plantas sometidas a este estrés 

(Hammond et al., 2004; Plaxton y Tran, 2011; Henry et al., 2012; Wang y Liu, 2018). 

En la semana 2, la fotosíntesis neta disminuyó como consecuencia del déficit de P, 

aunque las diferencias no fueron significativas (Fig. 54A). Por otra parte, la ausencia de 

P disminuyó significativamente la conductancia estomática, mientras que el tratamiento 

PCa recuperó levemente estos valores (Fig. 54B). En la semana 3, los efectos de la 

deficiencia de P observados en ambos parámetros fueron más severos.  La ausencia de P 

redujo drásticamente la fotosíntesis neta, mientras que el tratamiento PCa se tradujo en 
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un valor de A intermedio entre las condiciones control y la ausencia de P (Fig. 54C). 

Resultados similares fueron obtenidos para la conductancia estomática, la cual disminuyó 

severamente en ambos tratamientos (-P y PCa), aunque en el tratamiento PCa se obtuvo 

un valor gs intermedio (Fig. 54D).  

Por otro lado, se analizó la acumulación de antocianinas en las hojas de las plantas de 

sorgo sometidas a los distintos tratamientos de P. A las dos semanas se observó un ligero 

aumento en las plantas -P y con fosfato insoluble respecto a las condiciones control, 

aunque no significativo. Sin embargo, tras 3 semanas de tratamiento, tanto las plantas -P 

como PCa mostraron un aumento significativo de las antocianinas acumuladas en las 

hojas respecto a las plantas control, ligeramente superior en las plantas -P que en las PCa 

(Fig. 55A,B).  

Por consiguiente, tanto los resultados de la actividad fotosintética como de la 

acumulación de antocianinas muestran que los efectos del estrés por falta de fósforo sólo 

eran significativos en la tercera semana de tratamiento, pero no en la segunda, 

confirmando que este tiempo de tratamiento es el adecuado para realizar el estudio de la 

falta de P. Además, hay que destacar que el fosfato cálcico supone un buen método para 

el estudio de la solubilización de P por la planta, ya que se detecta cierto grado de estrés 

0

3

6

9

12

15

18
21

24

27

Semana 2 

0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21

0

3

6

9
12

15
18

21

24
27

Semana 3 

0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21
D 

C 

B 

A 

A
 (

µ
m

o
l 𝐦

−
𝟐

 𝐬
−
𝟏
) 

A
 (

µ
m

o
l 𝐦

−
𝟐

 𝐬
−
𝟏
) 

g
s 

(m
o

l 
𝐦

−
𝟐
𝐬
−
𝟏
) 

g
s 

(m
o

l 
𝐦

−
𝟐
𝐬
−
𝟏
) 

a  

 c 

b 

a  

 ab b 

a  

 c 

b 

Control -P PCa 

Figura 54. Efectos de la falta de fósforo sobre en la actividad fotosintética en sorgo WT. Las 

plantas de sorgo se cultivaron como se indica en la Figura 52. Las medidas se realizaron a la segunda 

y tercera semana de tratamiento. Fotosíntesis neta tras 2 (A) y 3 (C) semanas de tratamiento. Las 

diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 

(Games-Howell, P< 0,05).  Conductancia estomática (gs) a la 2ª (B) y 3ª (D) semana de tratamiento 

Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 

(Duncan, P<0,05). Los datos son la media ± EE (n = 6) y (n = 8) para las medidas a la segunda y 
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con esta fuente de fósforo en comparación con concentraciones equimolares a las de 

fosfato soluble usada en el medio control.  

2.2.3. Cambios en la actividad PEPC inducidos por el déficit de fósforo  

La falta de P no produjo cambios significativos en la actividad PEPC de hojas, ni en 

la segunda ni en la tercera semana de tratamiento (Fig. 56).  
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Figura 56. Efectos de la falta de fósforo sobre la actividad PEPC en hojas de sorgo WT. Las plantas 

de sorgo crecieron se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin 
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Figura 55. Efectos de la falta de fósforo sobre la acumulación de antocianinas en hojas de sorgo 

WT. Las plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM 

NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2, como se indica en la 

Figura 52 durante tres semanas. Las medidas se realizaron a la segunda (A) y tercera semana (B) de 

tratamiento. La cuantificación de las antocianinas se llevó a cabo como se indica en materiales y 

métodos. Los datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras denotan diferencias significativas 

entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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Al analizar el estado de fosforilación de la PEPC, se observó un aumento de la IC50 

de hojas para el malato como respuesta a la ausencia de P (-P), tanto en la segunda como 

en la tercera semana de tratamiento. Sin embargo, no se observaron diferencias 

significativas entre la IC50 de las condiciones control y del tratamiento PCa en ninguna 

de las medidas. (Fig. 57). 

 

Estos resultados mostraron que la falta de P provoca un aumento en el estado de 

fosforilación de la PEPC de hojas, mientras que en el tratamiento PCa la fosforilación de 

la PEPC se encuentra a niveles similares a los encontrados en condiciones control. Esto 

podría sugerir que la fosforilación de la PEPC en hojas interviene en la respuesta frente a 

la falta de P y que, en presencia de fosfato insoluble, la planta logra solubilizar una parte 

del mismo reduciendo la respuesta frente al déficit de P.  

Posteriormente, se analizaron las respuestas de la PEPC y de su estado de fosforilación 

en raíces de plantas de sorgo WT. La deficiencia de P (-P) provocó un incremento en la 

actividad PEPC en este tejido (Fig. 58A). En la segunda semana, el tratamiento -P 

provocó un aumento significativo de la actividad PEPC, mientras que la presencia de 

fosfato cálcico mantuvo los niveles de actividad PEPC tan solo ligeramente por encima 

de las condiciones control. Esos resultados se correlacionaron con la cantidad de PEPC 

detectada por inmunodetección, en la que se observó un incremento mayor en el 

tratamiento -P que en el tratamiento PCa (Fig. 58B). En la tercera semana, los resultados 

fueron similares. La ausencia de P aumentó un 59% la actividad PEPC, mientras que el 

tratamiento PCa incrementó la actividad PEPC hasta un valor intermedio entre la 

encontrada en condiciones control y -P, siendo mayor que el encontrado en la segunda 

semana. También en este caso, los resultados se correlacionaron con un aumento en la 
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Figura 57. Efecto del déficit de fósforo sobre la IC50 para el malato en hojas de sorgo WT.  Las 

plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin 

fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura52. Las 

medidas se realizaron a la segunda (A) y tercera semana (B) de tratamiento. Los datos son la media ± EE 

(n = 4). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes 

tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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cantidad PEPC detectada por inmunodetección, donde pudo verse un aumento 

considerable de la PEPC en ambos tratamientos (Fig. 58C,D). Estos resultados muestran 

que la PEPC participa en las respuestas de la planta a este estrés. 

En conjunto, los resultados parecen indicar que la falta de P aumenta la fosforilación 

de la PEPC en hojas y en raíces la cantidad de proteína. Además, las respuestas y los 

efectos frente al déficit de P son mayores a partir de las 2 semanas de tratamiento. 

También que el tratamiento con fosfato insoluble sólo reduce parcialmente estas 

respuestas, encontrándose valores intermedios entre la ausencia total de P y 

concentraciones equimolares de fosfato soluble para la fosforilacion y la actividad de la 

PEPC en hojas y raíces, respectivamente. 

2.2.4. Influencia del déficit de fósforo sobre el pH del medio de cultivo  

Uno de los mecanismos utilizados por las plantas para la solubilización de P del suelo 

consiste en la acidificación de la rizosfera mediante la secreción de ácidos orgánicos y/o 

el bombeo de protones por parte de las raíces (Ryan et al., 2001). Para comprobar si las 

plantas de sorgo estaban provocando esta acidificación, se analizaron los posibles 
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Figura 58. Efecto de la deficiencia de fósforo sobre la actividad PEPC en raíces de sorgo WT. Las 

plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin 

fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52.  Las 

medidas se realizaron a la segunda (A) y tercera semana (C) de tratamiento. Los datos son la media ± EE 

(n = 4). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes 

tratamientos ((Duncan, P < 0,05). Inmunoblot con anticuerpos anti-PEPC de extractos de raíces con 50 

μg de proteínas de la segunda (B) y tercera semana (D) de tratamiento. La intensidad de señal fue medida 

utilizando ImageStudioTMLite software (LI-COR Biosciences). Los valores (media ± EE, n = 3) fueron 

relativizados respecto al WT control.  
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cambios del pH del medio de cultivo durante el tratamiento. Como se indica en Materiales 

y métodos, el medio de cultivo se renovó semanalmente y el pH del mismo se midió de 

forma diaria.  

En condiciones control, el pH se mantuvo relativamente constante a lo largo de cada 

semana de tratamiento, oscilando desde 6,7 a tiempo inicial hasta aproximadamente 6,8 

en cada una de las 3 semanas de tratamiento. Por otra parte, el pH a tiempo inicial para 

los tratamientos -P y PCa fue de 7,6 y 7,4, respectivamente. En ambos tratamientos se 

produjo una reducción importante del pH. La caída del pH fue más lenta durante la 

primera semana, encontrando un mayor descenso en el tratamiento -P. En las semanas 2 

y 3, la disminución del pH fue mucho más rápida, alcanzando un valor más o menos 

estable, entorno a un pH de 6,7-6,9, en las primeras 24 h de tratamiento, y manteniéndose 

en torno a este valor a lo largo del tiempo. Además, estos valores fueron similares para 

ambos tratamientos, lo que sugiere que la acidificación en respuesta a los tratamientos -P 

y PCa son similares (Fig. 59). A pesar de estas diferencias en cuanto a la acidificación 

del medio entre los distintos tratamientos, el valor final de pH tras cada semana fue 

similar, situándose en torno a un valor de 6,8. 
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Figura 59. Variación del pH del medio de cultivo respecto al tiempo de tratamiento. Las plantas de 

sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o 

con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Las mediciones de pH se 

realizaron cada 24 h. Se representa la variación del pH respecto a su valor a tiempo inicial para cada semana 

y tratamiento. Los datos son la media ± EE (n = 6).  
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2.3. EFECTOS DEL ESTRÉS POR DÉFICIT DE FÓSFORO EN LAS LÍNEAS 

Ppc3  

Una vez que se ha comprobado el importante aumento de la actividad PEPC en raíces 

y de la fosforilación de la enzima en hojas en respuesta a la falta de fósforo, se analizó el 

papel de la isoenzima PPC3 en estas respuestas usando las líneas Ppc3. 

2.3.1. Efecto de la deficiencia de fósforo sobre el crecimiento en las líneas Ppc3 

La falta de P tiene importantes repercusiones morfológicas, disminuye el crecimiento 

tanto en altura como en biomasa, y altera la arquitectura radicular hacia un mayor 

desarrollo de este tejido en comparación con la parte aérea, para intentar explorar más 

suelo en busca de P. Como consecuencia de este último fenómeno, se produce un aumento 

en el ratio raíz/parte aérea de las plantas sometidas a este tipo de estrés, parámetro 

utilizado comúnmente para determinar si una planta está sufriendo falta de P (Hammond 

et al., 2004; Pandey et al., 2014; Gonçalves et al., 2020).  

En primer lugar, se determinó la velocidad de crecimiento de la parte aérea de las 

líneas WT y Ppc3 de sorgo durante las 3 semanas de tratamiento. Se encontró que los 

efectos de los distintos tratamientos sobre este parámetro fueron similares entre las 

plantas WT y las líneas silenciadas, la deficiencia de P provocó una disminución del 

crecimiento que fue más marcada en ausencia total de P (Fig. 60).  

En segundo lugar, al finalizar el cultivo se midió la altura de la planta y el peso de la 

parte aérea y de las raíces. El tratamiento -P redujo drásticamente la altura de todas las 

líneas, mientras que en el tratamiento PCa la reducción fue menor, debido a que estas 

plantas tienen cierta disponibilidad de P. En cuanto a la producción de biomasa fresca y 

seca de la parte aérea, las líneas silenciadas presentaron una menor producción en 

condiciones control. Sin embargo, los efectos de los tratamientos -P y PCa fueron 

similares en todas las líneas. (Tabla 8).  

Al igual que ocurría en la parte aérea, las raíces de las plantas silenciadas presentaron 

un menor peso fresco y seco que la planta WT en condiciones control. Además, ambos 

tratamientos (-P y PCa) provocaron una reducción significativa en la biomasa de raíces, 

de nuevo, mayor en ausencia total de P (-P) que al añadir fosfato insoluble (PCa) (Tabla 

8).   

 



Resultados 

171 
 

 

Tabla 8. Efecto del déficit de fósforo sobre el crecimiento vegetativo. Las plantas de sorgo se cultivaron 

en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble 

(PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Los datos son la media ± EE (n= 27 para la 

altura de la planta, siendo cada réplica biológica la medida de una planta; y n = 9 para el resto, donde cada 

réplica biológica corresponde a tres plantas distintas). Las diferentes letras denotan diferencias 

significativas (Duncan, P<0,05) dentro de cada columna.  

  Parte aérea Raíz 

  Altura (cm) PF (g) PS (g) PF (g) PS (g) 

WT C 76,3 ± 2a 24,6 ± 1,7a 11,16 ± 0,7a 32,5 ± 4,7a 1,92 ± 0,36a 

-P 45,6 ± 2,1b 5,13 ± 0,3c 2,47 ± 0,17c 16,1 ± 0,8b 1,41 ± 0,03ab 

PCa 53,2 ± 1,7b 6,7 ± 0,4c 3,16 ± 0,17bc 19,03 ± 0,6ab 1,23 ± 0,03abc 

Ppc3-1 C 69,2 ± 2,2a 13,2 ± 2,1b 5,7 ± 1,67b 18,1 ± 3,8b 1,2 ± 0,3abc 

-P 48,2 ± 2,2b 4,9 ± 0,45c 2,29 ± 0,28c 13,43 ± 1,2b 0,69 ± 0,07c 

PCa 50,4 ± 1,8b 6,06 ± 0,5c 3,07 ± 0,24bc 16,83 ± 1,6b 1,2 ± 0,18abc 

Ppc3-2 C 67,5 ± 2,9a 12,1 ± 2,1b 5,74 ± 1,47b 18,5 ± 4,8b 1 ± 0,27bc 

-P 46,9 ± 2,3b 4,4 ± 0,2c 2,36 ± 0,16c 11,8 ± 0,8b 0,96 ± 0,09abc 

PCa 53,1 ± 1,2b 5,4 ± 0,25c 2,98 ± 0,14bc 16,97 ± 1,6b 0,96 ± 0,13abc 
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Figura 60. Efectos del déficit de fósforo sobre el crecimiento de plantas de sorgo. Las plantas de sorgo 

se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con 

fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. A. Fotos de las plantas de cada 

condición al finalizar el tratamiento. B. Variación de la altura de la planta con el tiempo. Las medidas fueron 

tomadas en cada renovación del medio de cultivo y calculadas respecto a la longitud inicial. Los datos son 

la media ± EE (n = 6).  

WT C 

WT -P 

WT PCa 

Ppc3-1 C 

Ppc3-1 -P 

Ppc3-1 PCa 

Ppc3-2 C 

Ppc3-2 -P 

Ppc3-2 PCa 



Resultados 

172 
 

Por último, se determinó el ratio raíz/parte aérea, utilizando el peso seco de cada tejido 

para calcular este índice. En la planta WT, ambos tratamientos (-P y PCa) provocaron un 

aumento significativo del ratio, indicando efectivamente una limitación en la 

biodisponibilidad de P (Fig. 61). Sin embargo, aunque en las líneas Ppc3 también se 

observó un aumento del ratio raíz/parte aérea respecto a las condiciones control, éste fue 

menor al encontrado en la planta WT en el tratamiento -P, siendo significativamente 

diferente en la línea Ppc3-1. El ratio fue similar en el tratamiento PCa en todas las líneas 

(Fig. 61). Estos resultados indican una respuesta diferente en las plantas silenciadas en 

respuesta a la falta de P en comparación con la línea silvestre WT.  

 

2.3.2. Influencia del déficit de fósforo sobre parámetros fotosintéticos en plantas 

Ppc3 

La deficiencia de P en plantas afecta al correcto funcionamiento de la fotosíntesis, 

entre otros disminuye la actividad del PSII y la regeneración de ribulosa-1,5-bisfosfato 

(RuBP), lo que conlleva a un aumento de la fotoinhibición y, por tanto, una disminución 

de la actividad fotosintética (Xu et al., 2007; Lin et al., 2009). Por ello, para conocer el 

grado de estrés causado por la deficiencia de P, se cuantificaron distintos parámetros 

fotosintéticos en las plantas WT, Ppc3-1 y Ppc3-2. 

La deficiencia de fósforo (-P y PCa) disminuyó notablemente tanto la tasa de 

fotosíntesis neta como la conductancia estomática en plantas WT. Como ocurrió con otros 

parámetros anteriores, el tratamiento PCa generó unos valores intermedios en estos 

parámetros (Fig. 62A,B). Estos cambios fueron similares en las plantas modificadas. 

Cabe destacar que, al igual que en los resultados previos de nuestro grupo (de la Osa, et 

Figura 61. Efecto del silenciamiento sobre el ratio raíz/parte aérea en condiciones control y de déficit 

de fósforo. Las plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM 

NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 

52. Las medidas se realizaron a la tercera semana de tratamiento. El ratio fue calculado a partir del peso 

seco de raíces y de hojas. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan 

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P < 0,05).  
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al., 2022), se encontró que, aunque la tasa fotosintética era sólo ligeramente inferior en 

las líneas silenciadas en condiciones control, la conductancia estomática de éstas fue 

significativamente menor que en la planta WT en estas mismas condiciones (Fig. 62B). 

Para determinar la influencia del déficit de P sobre el rendimiento y la eficiencia 

fotosintética, se evaluó la fluorescencia de las clorofilas mediante la fluorescencia mínima 

(F0), fluorescencia emitida en ausencia de luz fotosintética, y el rendimiento cuántico 

máximo del PSII (Fv/Fm), que mide la eficiencia máxima del PSII. Esta medida es usada 

como indicador del estado fotosintético de la planta, con valores óptimos de 

aproximadamente 0,83 para la mayoría de plantas, disminuyendo este valor en 

condiciones de estrés, indicando un fenómeno de fotoinhibición  (Maxwell y Johnson, 

2000). Como era de esperar, la limitación de fósforo produjo problemas en el aparato 

fotosintético que se reflejaron en un aumento de la F0 y una bajada de Fv/Fm. El 

tratamiento -P aumentó F0 en todas las líneas, mientras que en el tratamiento PCa los 

valores fueron intermedios entre las plantas control y -P, salvo en la línea Ppc3-2 donde 

los valores con fosfato cálcico son similares a los de sin fósforo (Fig. 63A). Los resultados 

en Fv/Fm reflejaron una situación similar de estrés. La falta de P disminuyó el 

rendimiento en todas las líneas y en fosfato cálcico se obtuvieron valores intermedios en 

WT y Ppc3-1, pero no en Ppc3-2 (Fig. 63B).  Esto en conjunto nos indica que la falta de 

P afecta al comportamiento del aparato fotosintético, que se recupera parcialmente en 

presencia de fosfato cálcico en las líneas WT y Ppc3-1, pero no en Ppc3-2, por lo que nos 
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Figura 62. Efectos del silenciamiento en la actividad fotosintética en condiciones control y de falta de 

fósforo. Las plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM 

NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 

52. A. Tasa fotosintética neta (A). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre 

los diferentes tratamientos (Games-Howell, P<0,05). B. Conductancia estomática (gs). Las diferentes letras 

minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). Los datos 

son la media ± EE (n = 8). 
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podría señalar que esta línea está más afectada que las líneas Ppc3-1 y WT a nivel del 

aparato fotosintético por efecto de la falta de P.  

Por último, se determinó el contenido en pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y 

carotenoides), sin encontrar diferencias significativas ni entre tratamientos ni entre líneas 

(Fig. 64A,B,C,D). En consecuencia, los efectos de la deficiencia de P sobre los 

parámetros fotosintéticos no se deben a cambios en el contenido de los pigmentos, sino a 

la acción de este estrés abiótico sobre el funcionamiento del aparato fotosintético.  
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Figura 63. Fluorescencia de las clorofilas en condiciones control y de falta de fósforo.  Medidas de la 

fluorescencia de las clorofilas en planta de sorgo WT y Ppc3. Las plantas de sorgo se cultivaron en 

condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble 

(PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Las medidas se realizaron al finalizar el 

tratameinto. A. Fluorescencia de las clorofilas en ausencia de luz fotosintética (Fo). B. Rendimiento 

cuántico máximo de PSII (Fv/Fm). Los datos son la media ± EE (n = 9). Las diferentes letras minúsculas 

denotan diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Games-Howell, P<0,05). 

𝑭
𝟎
 

Control -P PCa 

WT Ppc3-1 Ppc3-2 WT Ppc3-1 Ppc3-2 



Resultados 

175 
 

 

2.3.3. Acumulación de antocianinas en hojas  

Otra de las respuestas frente a la falta de P, y que se utiliza como indicador de este 

estrés, consiste en la acumulación de antocianinas en las hojas. Estas actúan como 

fotoprotectores al paliar  la fotoinhibición provocada por los efectos negativos que tiene 

sobre la fotosíntesis la deficiencia de P, además de tener otras funciones antioxidantes 

(Hammond et al., 2004; Plaxton y Tran, 2011; Henry et al., 2012; Wang y Liu, 2018).  

La deficiencia de fósforo, tanto en los tratamientos -P como PCa, aumentó 

notablemente los niveles de antocianinas presentes en hojas, tanto en la línea WT como 

en las silenciadas Ppc3-1 y Ppc3-2 (Fig. 65). Sin embargo, mientras que en la línea WT 

el tratamiento con fosfato cálcico provocó una ligera reducción del contenido de 

antocianinas, en las líneas modificadas éste se mantuvo al mismo nivel que en el 

tratamiento -P. En este caso, es destacable la línea Ppc3-2 en la que el contenido de 

antocianinas en ambos tratamientos (-P y PCa) fue significativamente mayor al 

encontrado en la planta WT tratada con fosfato insoluble (Fig. 65). Estos resultados 
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Figura 64. Efectos de la falta de fósforo sobre el contenido en pigmentos fotosintético. Las plantas 

de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-

P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Se determinaron 

los pigmentos fotosintéticos como se indica en materiales y métodos. Las medidas se realizaron a la 

tercera semana de tratamiento. Los datos son la media ± EE (n = 4). A. Clorofila total. B. Clorofila a. 

C. Clorofila b. D. Carotenoides. Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre 

los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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parecen indicar un mayor nivel de estrés en las plantas modificadas frente al déficit de P, 

sobre todo en la línea Ppc3-2.  

 

2.3.4. Respuesta de la PEPC y PEPCk frente a la deficiencia de fósforo en hojas 

A continuación, se analizaron las repercusiones del silenciamiento de SbPPC3 sobre 

las respuestas a falta de P a nivel de PEPC y PEPCk en hojas. Para ello, se cuantificaron 

las expresiones relativas de los principales genes que codifican PEPC en este tejido 

(SbPPC1-3), se determinó la actividad y cantidad de PEPC, la expresión de los genes que 

codifican PEPCk (SbPPCk1-3), así como la actividad PEPCk y el estado de fosforilación 

de la PEPC mediante la IC50 para malato en hojas, como se indica en materiales y 

métodos.  

En primer lugar, se cuantificó la expresión de los genes SbPPC1, SbPPC2 y SbPPC3 

(Fig. 66A,B,C).  SbPPC1, que codifica la PEPC de tipo C4, aumentó levemente su 

expresión en hojas WT, mientras que disminuyó en las líneas modificadas en el 

tratamiento -P respecto a condiciones control. En el tratamiento PCa, la expresión de 

SbPPC1 aumentó levemente en hojas WT y Ppc3-1 y de una forma más considerable en  

Ppc3-2. SbPPC2 aumentó drásticamente su expresión en el tratamiento -P, mientras que 

en el tratamiento PCa se obtuvo un valor de expresión intermedio, aunque estuvo más 

próximo al encontrado en condiciones control. Estos cambios de expresión fueron 

similares en todas las líneas. La expresión de SbPPC3 también se indujo por la ausencia 

de P (-P), aunque, como era de esperar, éste fue radicalmente mayor en hojas WT que en 

las líneas silenciadas. En el tratamiento PCa, la expresión de SbPPC3 en hojas de las 

plantas WT aumentó, aunque, como ocurrió para el gen SbPPC2, se alcanzó un valor 

intermedio más próximo al encontrado en condiciones control. En este caso, el aumentó 

de expresión de SbPPC3 también fue considerablemente mayor en hojas WT que en las 
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Figura 65. Acumulación de antocianinas inducida por falta de fósforo en hojas de sorgo. Las 

plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin 

fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. La 

cuantificación de las antocianinas se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en Materiales y 

métodos. Los datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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líneas silenciadas (Fig. 66A). Además, cabe destacar que la inducción de la expresión de 

SbPPC3 respecto a su control (60 veces) fue mucho mayor que la inducción de SbPPC2 

respecto a su control (15 veces) en el tratamiento -P. Esto refuerza que SbPPC3 va a ser 

más importante que SbPPC2. 

Sin embargo, a pesar de los cambios de expresión encontrados en los genes SbPPC2 

y SbPPC3, no se detectaron cambios significativos en la actividad PEPC de hojas en 

ningún tratamiento ni en ninguna línea (Fig. 66B). Esto se debe a que la isoforma de 

PEPC predominante en hojas es la PEPC tipo C4, cuya expresión (SbPPC1) no se veía 

inducida, y la mayoría de la actividad cuantificada en hojas se encuentra asociada a esta 

isoforma (Shenton et al., 2006, de la Osa et al., 2022). Los resultados de actividad se 

correlacionaron con la cantidad de PEPC inmunodetectada, detectándose la misma 

intensidad de banda en todos los tratamientos y líneas analizadas (Fig. P66C). 
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Figura 66.  Respuesta de la PEPC al déficit de fósforo en hojas de sorgo.  Las plantas de sorgo se cultivaron 

en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 

0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Las medidas se realizaron a la tercera semana de 

tratamiento. A. Análisis de la expresión mediante qPCR de los genes SbPPC1-3 en hojas. Los datos se 

representan como la expresión relativa a la de hojas de la línea WT en condiciones control, a la que se le dio un 

valor 1 para cada gen. B. Medidas de actividad PEPC a partir de extractos de hojas. C. Inmunoblot con 

anticuerpos anti-PEPC de extractos de hojas con 10 μg de proteínas. Los datos son la media ± EE (n = 4). Las 

diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, 

P<0,05).  
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Se determinó la expresión en hojas de las tres isoenzimas PEPCk: SbPPCK1, 

SbPPCK2 y SbPPCK3. La expresión de los tres genes presentó un comportamiento 

similar en todas las líneas. El tratamiento -P indujo drásticamente la expresión de los 3 

genes, mientras que el tratamiento PCa la incrementó significativamente respecto a la 

condición control, pero en una medida notablemente menor que en el tratamiento -P.  

Finalmente, destacar que el gen SbPPCK1, que codifica para la isoenzima fotosintética, 

alcanzó los niveles de expresión relativa más altos al compararlos con su expresión en 

condiciones control en todas las líneas (Fig. 67A,B,C).  

Posteriormente, se analizó si el aumento de expresión de los genes SbPPCK se 

correlacionaba con una mayor actividad de quinasa. Para ello, se cuantificó la actividad 

PEPCk en hojas mediante la tinción fluorescente de proteínas fosforiladas con ProQ 

Diamond, como se indica en materiales y métodos. Se observó un ligero aumento de la 

actividad en los tratamientos –P y PCa respecto al control, que únicamente fue 

significativo en la línea Ppc3-1 en condiciones -P (Fig. 68A,B).  
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Figura 67. Análisis de la expresión mediante qPCR de los genes SbPPCK1-3 en hojas. El ARN total se 

extrajo en hojas de sorgo cultivado en condiciones control (C), sin fósforo (-P) o con fósforo insoluble (PCa, 

0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Las medidas se realizaron como se indica en la Figura 

P20. Los datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas 

entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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Finalmente, para analizar el estado de fosforilación de la PEPC en hojas in vivo, se 

determinó la IC50 de esta enzima para el malato. En concordancia con el aumento de 

expresión de los genes SbPPCK descrito anteriormente, el tratamiento -P incrementó 

notablemente la IC50 de forma similar en todas las líneas, indicando que este estrés 

aumenta el estado de fosforilación in vivo de la PEPC. Por otra parte, en el tratamiento 

PCa, la IC50 de hojas WT fue igual a la encontrada en condiciones control, indicando que 

que esta fuente de P es suficiente para que desaparezca la respuesta de fosforilación de la 

PEPC en hojas WT inducida por deficiencia de P. Por el contrario, en las líneas 

modificadas, el tratamiento PCa mantiene la IC50 al mismo nivel que en el tratamiento -

P, indicando que se mantiene la respuesta de fosforilación de la PEPC de hojas (Fig. 69). 

La medida de la IC50 vuelve a poner de manifiesto que las líneas silenciadas siguen 

respondiendo de manera similar a cuando no hay P cuando se le añade fosfato insoluble. 
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Figura 68. Efectos de la deficiencia de fósforo sobre la actividad PEPCk in vitro en hojas.  Las plantas 

de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o 

con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. A. Imagen representativa 

de un resultado de actividad PEPCk in vitro realizado con PEPC exógena. En el carril M se cargó el marcador 

de peso molecular junto con una alícuota de 0,4 U PEPC exógena incubada sin ATP. Para el ensayo se 

utilizaron 50 µg de proteínas de los extractos crudos de cada muestra. B. Se representa el ratio ProQ/Sypro 

calculado como se indica en materiales y métodos, considerando el ratio del WT control como el 100%. Los 

datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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2.3.5. Respuesta de la PEPC y PEPCk frente a la deficiencia de fósforo en raíces 

A continuación, se estudiaron los mismos parámetros relacionados con la PEPC y la 

PEPCk que en el apartado anterior, en este caso en raíces. En primer lugar, se cuantificó 

la expresión de las isoenzimas SbPPC2 y SbPPC3, ya que SbPPC1 no se expresa en este 

tejido al ser una isoenzima fotosintética (Shenton et al., 2006). Como ocurrió en hojas, el 

gen SbPPC2 aumentó su expresión significativamente en el tratamiento -P de forma 

similar en todas las líneas, mientras que, en las plantas tratadas con fosfato de calcio, 

aunque hubo una inducción significativa de la expresión respecto al control, ésta fue 

menor que en el tratamiento -P (Fig. 70A). El gen SbPPC3 presentó un comportamiento 

similar en las raíces de la planta WT, mientras que, en las líneas modificadas, como era 

de esperar, los niveles de expresión fueron drásticamente inferiores a los encontrados en 

las raíces WT en cualquiera de los tratamientos, demostrando nuevamente la eficacia del 

silenciamiento (Fig. 70B). Esto también indica que la planta no compensa la falta de 

SbPPC3 con una mayor expresión de SbPPC2, ni en hojas ni en raíces. 

 Posteriormente, se analizó la actividad PEPC en raíces (Fig. 70C,D). Como se indicó 

en el apartado 2.2.3 (Figura 57), los tratamientos provocaron un aumento de la actividad 

PEPC en raíces en la planta WT, aunque dicho incremento solo fue estadísticamente 

significativo en el tratamiento -P. Por su parte, la actividad PEPC en raíces de las líneas 

modificadas fue significativamente inferior a la actividad en raíces WT en todos los 

tratamientos, sin detectarse cambios notables en la actividad PEPC de raíces en estas 

líneas en ninguna de las condiciones (Fig. 70C). Por último, los niveles de actividad 

PEPC medidos en raíces se correspondieron con la cantidad de proteína inmunodetectada 

con anticuerpos anti-PEPC (Fig. 70D). En conjunto, estos resultados concuerdan con los 
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Figura 69. Efecto del déficit de fósforo sobre la IC50 para el malato en hojas de sorgo.  Las plantas de 

sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o 

con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Se cuantificó la IC50 para 

el malato de la PEPC al finalizar el tratamiento. Los datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras 

minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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niveles de expresión relativa de SbPPC3 descritos previamente, y además indican que, si 

bien el gen SbPPC2 aumenta su expresión en falta de P en todas las líneas (Fig. 70A,B), 

este aumento no se traduce en un aumento de actividad ni de cantidad de PEPC en las 

líneas silenciadas. Por lo tanto, esto indica que, cuantitativamente, la isoenzima que más 

contribuye a los cambios de actividad y cantidad de PEPC en raíces en respuesta a la falta 

de P es SbPPC3.  

Figura 70. Análisis de la expresión mediante qPCR de los genes SbPPC2-3 en raíces de sorgo. Las plantas 

de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o 

con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Las medidas se realizaron 

como se indica en la Figura 67. Los datos se representan como la expresión relativa de cada gen respecto a la 

de hojas de la línea WT en condiciones control, a la que se le dio un valor arbitrario de 1. A. Expresión relativa 

de SbPPC2. B. Expresión relativa de SbPPC3. C. Actividad PEPC en extractos de raíces. D. Inmunoblot con 

anticuerpos anti-PEPC de extractos de raíces con 50 µg de proteínas. M. Marcador de peso molecular. Los 

datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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Posteriormente, se determinó la expresión en raíces de los dos genes SbPPCK que se 

expresan en este tejido: SbPPCK2 y SbPPCK3. El comportamiento de ambos genes a los 

tratamientos fue similar. La ausencia de P indujo de manera significativa la expresión de 

ambos genes, mientras que en el tratamiento PCa, el incremento en la expresión relativa 

fue menor. Los resultados obtenidos fueron similares en todas las líneas (Fig. 71A,B).  

En último lugar, se cuantificó la actividad PEPCk in vitro en raíces (Fig. 72). A pesar 

del efecto de los tratamientos sobre la expresión de los genes SbPPCK2 y 3, no se 

detectaron diferencias significativas entre tratamientos y líneas, salvo en la línea Ppc3-2 

en la que tanto el tratamiento -P como el tratamiento PCa, incrementaron la actividad 

PEPCk in vitro de manera significativa respecto a su control (Fig. 72A,B).  

B 

Figura 71. Análisis de la expresión mediante qPCR de los genes SbPPCK2-3 en raíces. Las plantas de 

sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con 

fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Las medidas se realizaron como 

se indica en la Figura 67. Los datos se representan como la expresión relativa de cada gen respecto a la de 

hojas de la línea WT en condiciones control, a la que se le dio un valor arbitrario de 1. A. Expresión relativa 

de SbPPCK2. B. Expresión relativa de SbPPCK3 Los datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras 

minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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2.3.6. Variación en el pH del medio de cultivo  

Como se describió en el apartado 2.2.4, otro de los mecanismos utilizados por las 

plantas para aumentar la solubilización de P del suelo consiste en la acidificación de la 

rizosfera mediante la secreción de ácidos orgánicos y/o el bombeo de protones (Ryan et 

al., 2001). Dado que la PEPC intervendría en la síntesis de estos ácidos orgánicos (Plaxton 

y Tran, 2011) y teniendo en cuenta la importancia de la isoforma SbPPC3 en raíces (de 

la Osa et al., 2022), se llevó a cabo una medición temporal del pH del medio de cultivo a 

lo largo del tratamiento, para determinar los efectos del silenciamiento sobre la capacidad 

de la planta para acidificar dicho medio en respuesta a este estrés abiótico.  

La acidificación generada por la respuesta ante la falta de P fue más lenta en la primera 

semana y bastante rápida en las otras dos semanas de tratamiento, llegando a estabilizarse 

en las primeras 24 h. Sin embargo, los resultados fueron similares entre las distintas líneas 

y en ambos tratamientos (-P y PCa) (Fig. 73). Esto indica que la presencia de fosfato 

cálcico no reduce las respuestas típicas a la deficiencia de P por parte de las plantas de 

sorgo.  
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Figura 72. Ensayo de actividad PEPCk in vitro en raíces. Las plantas de sorgo se cultivaron en 

condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble 

(PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. A. Imagen representativa de un resultado de 

actividad PEPCk in vitro realizado con PEPC exógena. En el carril M se cargó el marcador junto con una 

alícuota de 0,4 U de PEPC exógena incubada sin ATP. En el ensayo se emplearon 50µg de proteínas de 

extractos crudos de cada muestra. B. Se representa el ratio ProQ/Sypro, que se calculó como se indica en 

materiales y métodos, considerando el valor de este ratio para raíces WT control como 100%. Los datos 

son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los 

diferentes tratamientos (Mann-Whitney, P<0,05). 
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2.3.7. Expresión del transportador PHT en raíces y contenido de fósforo en plantas 

WT y Ppc3 

Otras respuestas de la planta frente a la deficiencia de P están asociadas a un aumento 

de la capacidad de absorción del P disponible en la rizosfera, así como de su movilización 

dentro de la planta. En este sentido, juegan un papel importante la familia de 

transportadores de alta afinidad de fosfato PHT (Phosphate Transporter) (López-

Arredondo et al., 2014; Wang et al., 2019b). Por este motivo, se analizó la expresión del 

gen SbPHT1, localizado en la membrana plasmática de las células epidérmicas de la raíz 

e importante en la captación de P desde el suelo (Wang et al., 2019b).    

El tratamiento -P indujo considerablemente la expresión en todas las líneas, mientras 

que en el tratamiento PCa la expresión de SbPHT1 disminuyó en raíces WT, incluso 

respecto a las condiciones control. Por el contrario, este tratamiento incrementó la 

expresión en las plantas modificadas respecto a las condiciones control, especialmente en 

la línea Ppc3-1 aunque estos cambios no fueron significativos (Fig. 74).  
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Figura 73. Variación del pH del medio de cultivo respecto al tiempo de tratamiento. Las plantas de 

sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o 

con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. Se representa la variación 

del pH respecto a su valor a tiempo inicial para cada semana y tratamiento. Los datos son la media ± EE 

(n = 6). 
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Finalmente, para evaluar si los tratamientos de fósforo realizados y el silenciamiento 

de SbPPC3 tienen efecto sobre la acumulación de P en la planta, se cuantificó el 

contenido de P total en las líneas y tratamientos anteriores. En hojas, tanto el tratamiento 

-P como el tratamiento PCa provocaron una reducción drástica del contenido de fósforo 

respecto al control, aunque hubo una cierta recuperación significativa en este segundo 

tratamiento. Este resultado confirma que, efectivamente, el aporte del P en forma de 

fosfato insoluble induce una deficiencia de este elemento en las plantas de sorgo, incluso 

a concentraciones elevadas. Sin embargo, no se observaron diferencias entre las plantas 

WT y las líneas modificadas (Fig. 75A). En raíces, el tratamiento -P redujo 

dramáticamente los niveles de fósforo en raíces del mismo modo en todas las líneas. Por 

otra parte, el tratamiento PCa permitió recuperar los niveles de fósforo respecto a las 

condiciones control, aunque las raíces WT acumularon mayores niveles de P que las 

líneas Ppc3 (Fig. 75B). Estos resultados sugieren una relación importante entre el 

silenciamiento de SbPPC3 y el contenido de fósforo en raíces cuando las plantas crecían 

con fosfato cálcico como fuente de P.   
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Figura 74. Análisis de la expresión mediante qPCR del gen SbPHT1 en raíces. Las plantas de sorgo 

se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con 

fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 59. Las medidas se realizaron 

como se indica en la Figura 66. Los datos se representan como la expresión relativa a la de la línea WT 

en condiciones control, a la que se le dio el valor arbitrario de 1. Los datos son la media ± EE (n = 4). 

Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 

(Duncan, P<0,05).  
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2.3.8. Efectos del silenciamiento sobre el contenido en ATP de las plantas sometidas 

a falta de fósforo 

La deficiencia de P altera el contenido de ATP de las plantas al ser este elemento 

necesario para su regeneración (Malhotra et al., 2018). Por lo tanto, se cuantificó el nivel 

de ATP de hojas y raíces en las diferentes líneas y tratamientos. Como era de esperar, el 

déficit total de P provocó una reducción drástica de los niveles de ATP en hojas. Por su 

parte, el tratamiento PCa permitió una leve recuperación de estos niveles (Fig. 76A). En 

raíces, ambos tratamientos de P también redujeron significativamente el contenido en 

ATP. Sin embargo, en este caso el aporte de fosfato cálcico no mejoró los niveles de ATP, 

que permanecieron iguales a las condiciones -P. Cabe señalar que, en condiciones control, 

las dos líneas silenciadas presentaron un contenido de ATP significativamente menor que 

el encontrado en la planta WT en estas mismas condiciones (Fig. 76B). Estos resultados 

muestras la importancia de SbPPC3 en el correcto funcionamiento metabólico de las 

raíces de sorgo, incluso en ausencia de estrés (de la Osa et al., 2022). 
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Figura 75. Análisis de fósforo total en hojas y raíces de sorgo en condiciones control y de déficit de 

fósforo. Las plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM 

NaH2PO4), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. 

Las medidas se realizaron como se indica en Materiales y métodos. A. Hojas. B. Raíces. Los datos son la 

media ± EE (n = 3 para hojas, n = 6 para raíces). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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2.3.9. Variación en actividades enzimáticas de hojas y raíces como respuesta a la 

deficiencia de fósforo en plantas WT y Ppc3 

Debido al papel que tiene el fósforo para el metabolismo de la planta y la importancia 

de la PEPC en el metabolismo primario y en las relaciones C/N de la planta (O’Leary et 

al., 2011b), se analizaron las actividades de varias enzimas metabólicas, tanto en hojas 

como en raíces, de todas las líneas y tratamientos de P realizados.   

En hojas, no se detectaron cambios importantes en ninguno de los tratamientos para 

las enzimas malato deshidrogenasa (MDH), NADP-enzima málica (NADP-ME) y NAD-

enzima málica (NAD-ME) en ninguna de las líneas (Fig. 77A,B,C)). Por otra parte, 

ambos tratamientos de P (-P y PCa) inhibieron totalmente la actividad de las enzimas 

aspartato aminotransferasa (AAT) y glutamato sintasa (GOGAT) (Fig. 77D,E). La 

deficiencia de P provocó una disminución significativa de la actividad citrato sintasa 

(CS), isocitrato deshidrogenasa (ICDH), y piruvato quinasa (PK), siendo esta pérdida de 

actividad ligeramente menor en el tratamiento PCa. No se encontraron diferencias 

significativas entre las distintas líneas, aunque la actividad CS fue ligeramente inferior en 

las líneas silenciadas (Fig. 77F,G.H). Por el contrario, el déficit de P indujo 

significativamente la actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) y glutamina sintetasa 

(GS) y ligeramente la actividad de la nitrato reductasa (NR). En este último caso, se 

observó un mayor nivel de actividad en las líneas modificadas en todas las condiciones, 

aunque no resultó significativo (Fig. 77I,J,K). 

En raíces, no se encontraron diferencias importantes en las enzimas MDH, NADP-

ME, AAT y NR (Fig. 78A,B,C,D). El déficit de P redujo la actividad de enzimas como 

CS, ICDH, GOGAT y aconitasa (ACO) (Fig. 78E,F,G,H), mientras que incrementó las 

actividades de las enzimas NAD-ME, GDH y GS (Fig. 78I,J,K). Sin embargo, en ninguna 

de estas enzimas se detectaron diferencias entre las plantas WT y las líneas silenciadas. 

a

ab

a

d d

cdcd

bc bc

0

5

10

15

20

25

WT Ppc3-1 Ppc3-2

A
T

P
(n

m
o

l 
g

-1
P

F
)

a

b b

c c cc c c

0

2

4

6

8

10

12

14

WT Ppc3-1 Ppc3-2

A
T

P
(n

m
o

l 
g

-1
P

F
)

A B 

Figura 76. Niveles de ATP en hojas y raíces de plantas WT y Ppc3 bajo déficit de fósforo. Las 

plantas de sorgo se cultivaron en condiciones control (C) (medio Hewitt con 1,34 mM NaH2PO4), 

sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) como se indica en la Figura 52. 

A. Hojas. B. Raíces. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan 

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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Por último, cabe destacar la enzima PK, cuya actividad fue significativamente menor en 

las líneas silenciadas en todos los tratamientos respecto a la actividad medida en raíces 

WT. El tratamiento -P redujo ligeramente la actividad en las líneas silenciadas, pero no 

en la WT. El tratamiento PCa incrementó levemente esta actividad enzimática en todas 

las líneas respecto a su control, aunque los valores fueron significativamente menores en 

las líneas silenciadas respecto a la WT (Fig. 78L).  
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Figura 77. Determinación de actividades enzimáticas en hojas de sorgo. Las plantas de sorgo crecieron en 

condición control (C), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) durante tres semanas. 

Al finalizar el tratamiento se realizaron las medidas de las distintas actividades enzimáticas. A. Malato 

deshidrogenasa (MDH). B. NADP-enzima málica (NADP-ME). C. NAD-enzima málica (NAD-ME). D. 

Aspartato aminotransferasa (AAT). E. Glutamato sintasa (GOGAT). F. Citrato sintasa (CS). G. Isocitrato 

deshidrogenasa (ICDH). H. Piruvato quinasa (PK). I. Glutamato deshidrogenasa (GDH). J. Glutamina sintetasa 

(GS). K. Nitrato reductasa (NR). Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan 

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05).  
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Figura 78.  Determinación de actividades enzimáticas en raíces de sorgo. Las plantas de sorgo crecieron en 

condición control (C), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) durante tres semanas. Al 

finalizar el tratamiento se realizaron las medidas de las distintas actividades enzimáticas. A. Malato deshidrogenasa 

(MDH). B. NADP-enzima málica (NADP-ME). C Aspartato aminotransferasa (AAT). D. Nitrato reductasa (NR). 

E. Citrato sintasa (CS). F. Isocitrato deshidrogenasa (ICDH). G. Glutamato sintasa (GOGAT). H. Aconitasa 

(ACO). I.  NAD-enzima málica (NAD-ME). J. Glutamato deshidrogenasa (GDH). K. Glutamina sintetasa (GS). 

L. Piruvato quinasa (PK). Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias 

significativas entre los diferentes tratamientos (Duncan, P<0,05). 
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3. OBTENCIÓN DE PLANTAS DE SORGO CON LOS GENES 

SbPPCK1-3 SILENCIADOS MEDIANTE ARN INTERFERENTE 

A lo largo de este capítulo se describe la obtención de plantas de sorgo con los genes 

de las tres isoformas de PEPCk (SbPPCK1, SbPPCK2 y SbPPCK3) silenciados mediante 

la técnica del ARN interferente (ARNi). La metodología empleada para la obtención de 

este mutante fue similar a la empleada para obtener las líneas silenciadas de SbPPC3 

(Ppc3-1 y Ppc3-2): En primer lugar, la construcción del vector y la transformación de 

embriones inmaduros de sorgo; posteriormente la selección de los transformantes y la 

obtención de la progenie T2 y T3. Además, mediante secuenciación completa del genoma 

de las diferentes líneas, se obtuvieron los sitios de inserción de la construcción.  

3.1. Construcción del vector y transformación de embriones 

El plásmido pFGC161 es un plásmido binario que permite silenciar genes en cereales 

mediante la técnica del ARNi (Do et al., 2016). Éste fue usado para obtener el sorgo Ppc3 

mostrado en los capítulos anteriores y también para obtener estas nuevas líneas de sorgo 

con los genes que codifican las tres isoformas de PPCK (SbPPCK1-3) silenciados. En 

primer lugar, hay que destacar varias características del ADN-T presente en este 

plásmido: contiene el gen bar bajo control del promotor constitutivo Ubi1. Este gen 

confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio (BASTA®), el cual es inhibidor 

de la glutamina sintetasa (GS). Al inhibir esta enzima, las plantas que no posean el gen 

de resistencia bar acumularán amonio en sus tejidos y mostrarán síntomas de toxicidad 

al aplicarles el herbicida, mientras que las plantas que lo posean no mostrarán dichos 

síntomas. Mediante esta herramienta se pueden seleccionar de manera rápida y sencilla 

las plantas transformadas. Además, el plásmido pFGC161 contiene un intrón del gen 

waxy de arroz con los sitios de clonación múltiple (MSC) en los extremos 3´y 5´. Esos 

sitios MSC poseen numerosos sitios de restricción para insertar una región, más o menos 

extensa (300-1000 pb), del gen que se quiere silenciar, en sentido y anti-sentido. El 

transcrito del gen waxy actuará a modo de “bisagra” para que se pueda producir 

físicamente la torsión de la estructura del ARN generado, y por la complementariedad de 

bases, se genere un ARN de doble cadena. Esta zona del plásmido se encuentra bajo el 

control del promotor del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), lo que 

provoca la sobreexpresión del mismo en la planta y la generación de gran cantidad de 

ARN de doble cadena. Las células de la planta, con su propia maquinaria de defensa, 

actuarán destruyendo todo el ARNm que se parezca lo suficiente al ARN de doble cadena 

generando, y provocando así el silenciamiento efectivo del gen (Fjose et al., 2001).   

Debido a la enorme homología de secuencia que existe entre los 3 genes SbPPCK 

superior al 70%. Para silenciar los tres a la vez se empleó la secuencia codificante (CDS) 

completa del gen SbPPCK1 (855 pb), que fue insertada en orientación sentido y anti-

sentido en los sitios MSC a ambos lados del gen waxy (Fig. 79). Para clonar el fragmento 

deseado en el vector, en primer lugar, se amplificó el ADNc (sin intrones) del gen 

SbPPCK1 usando una polimerasa de alta fidelidad y cebadores que tenían una región 
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específica del gen y dos sitios de corte de enzimas de restricción. Concretamente, se 

utilizaron los sitios para las enzimas SpeI y AscI en el cebador directo y SacI y AvrII en 

el reverso (Tabla 3). En primer lugar, se insertó la secuencia en sentido 5´→3´. Para ello, 

se cortó el fragmento con las enzimas AscI y AvrII y se ligó con el plásmido pFGC161. 

Con el producto resultante se transformó E. coli DH5α mediante choque térmico y se 

seleccionaron las bacterias transformadas con kanamicina, resistencia aportada en el 

vector. Posteriormente, se purificaron los plásmidos y se confirmó la inserción de 

SbPPCK1 mediante PCR utilizando cebadores específicos para este gen. Para insertar la 

secuencia en sentido inverso en el plásmido anteriormente transformado, se utilizaron las 

enzimas de restricción SacI y SpeI, repitiendo el mismo procedimiento de corte y ligación. 

Los diferentes candidatos de poseer el plásmido con las copias en sentido y anti-sentido 

del gen SbPPCK1 (pFGC161-PPCK) se confirmaron mediante ensayos de restricción y 

secuenciación. En la figura K1 se muestra la estructura del vector pFGC161-PPCK 

generado y la secuencia de 855 pb utilizado clonada en sentido y anti-sentido.  
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Figura 79. Construcción del plásmido de silenciamiento. A. Vector binario pFGC161-PPCK que contiene el 

casete donde se insertó, en sentido y anti-sentido, el fragmento de ADN de 855 pb correspondiente a la secuencia 

codificante (CDS) del gen SbPPCK1 de sorgo, mediante las enzimas de restricción AscI y AvrII; SacI y SpeI, 

respectivamente. Las flechas rojas indican los sitios donde se realizaron ambas inserciones del gen de interés. B. 

Esquema del ADN-T insertado en el genoma de sorgo para el silenciamiento de las 3 isoformas de PEPCk. 

Adaptado de Gasparis et al., 2011. C Secuencia codificante (CDS) del gen SbPPCK1. Para la inserción del 

amplicón en el plásmido pFGC161 se emplearon las 855 pb del CDS de este gen. Los nucleótidos subrayados 

corresponden a la secuencia específica empleada para diseñar los cebadores utilizados, mostrados en la tabla 3. 

 

A 

B 

SbPPCK1 SbPPCK1 
 

        1 ATGAGCGGCG CCGCGGAGGA GGCGTTGCTG CGGGAGTACG TGATCGGCGA GGAGGTCGGG 
       61 CGCGGGCGGT TCGGGACGGT CCGCCGCTGC TACGCCGCGT CCACGGGGGA GCCGTTCGCG 
      121 CTCAAGACGA CGCCCAAGGC GGCGCTGCGG GAGCTGGAGG CGGACCCGCT GGACCTGGCG 
      181 CTGGCGGAGC AGGAGCCCAA GGTGCACCTC CTCGCGTCGG CCGCCAGCCG CCACGTGGTC 
      241 GCGCTCCACG CCGCCTTCGA GGACGCCGAC GCCGTGCACC TGGTGCTGGA CCTCTGCGCG 
      301 GGCGGCGACC TGTTCGCGCT CGTCTCCGCA CGGGGACCGC TCCCGGAGCC CGAGGCGGCG 
      361 GGCCTCGTCG CGCAGCTCGC GGACGCGCTG GCGGGGTGCC ACCGCCGCGG GGTCGCGCAC 
      421 CGCGACGTCA AACCCGACAA CCTCCTCTTC GACGCCAGCG GCGCGCTCAG GCTCGGGGAC 
      481 TTCGGCTCCG CGGACTGGTT CGGGGACGGC AGGCCCTTGA CGGGGCTGGT CGGCACGCCC 
      541 TACTACGTCG CGCCCGAGGT GGTGGCCGGC AGGGAGTACA CCGAGAAGGT GGACGTGTGG 
      601 AGCGCCGGGG TCGTGCTCTA CATGATGCTC TCCGGGACCG TGCCCTTCTC CGGCGCCACC 
      661 GCGGGGGACG TCTTCCAGGC CGTGCTCCGC GGCAACCTGC GCTTCCCGCC GCGCGCCTTC 
      721 CCTGCCGTCT CGCCCGAGGC CAAGGACCTC ATGCGCCGCA TGCTCTGCAA GGACGTCTGG 
      781 CGCAGGCTCT CCGCCGAGCA AGTCCTAAGT CACCCATGGA TTGTGACTCG CGGCGGAAGT 
      841 GTGGCGGTGG CCTGA 

C 
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3.2. Transformación de embriones de sorgo 

La obtención de las plantas silenciadas fue realizado mediante la transformación de 

embriones inmaduros de plantas de Sorghum bicolor (L.) Moench, cultivar público 

P898012, USD, según el método descrito por Do et al. (2018) en el Servicio de 

Transformación de Plantas de la Universidad de Missouri (EE.UU) a cargo del Dr. 

Zhanyuan Zhang. Para ello, se extrajeron embriones de semillas inmaduras recolectadas 

de panículas de 11-14 días tras la polinización y se inocularon con la bacteria 

Agrobacterium tumefaciens AGL1 conteniendo el plásmido pFGC161-PPCK. A 

continuación, se indujo la formación de callos a partir de los embriones en placas en 

oscuridad con medio de inducción de callos en presencia de BASTA® durante 10 días.  

Los callos de los transformantes que crecieron en el medio selectivo se colocaron en 

cajas de cultivos con medio de inducción de hojas (Do et al., 2018), cultivándose en 

cámaras de cultivo con un fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad durante 6 – 10 semanas, hasta 

que finalmente se desarrollaron entre 3 y 4 hojas sanas. Posteriormente, se traspasaron a 

cajas con medio de enraizamiento durante 3 semanas en las mismas condiciones.  Las 

plantas regeneradas fueron cultivadas en invernadero para obtener semillas (Do et al., 

2016). Así se lograron obtener un total de 12 líneas (Ppck1-12) de plantas procedentes de 

eventos de inserción independientes (T0).  Estas plantas transformadas produjeron 

semillas (T1) que fueron enviadas a nuestro laboratorio y empleadas para la realización 

de este capítulo de la tesis.  

3.3. Confirmación y selección de las líneas silenciadas T1 y obtención de semillas T2 

En primer lugar, se realizó una siembra de 20 semillas de cada línea en tierra para 

confirmar la inserción del ADN-T mediante la aplicación de BASTA®. El herbicida se 

aplicó a plantas de 12 días (Fig. 80). Las plantas silenciadas que no mostraron efectos del 

herbicida fueron trasplantadas en maceteros y cultivadas en invernadero para la obtención 

de semillas T2.  

 

Figura 80. Selección por BASTA ®. Efecto del herbicida en hojas de la planta silvestre. Las plantas fueron 

tratadas con BASTA® días alternos durante una semana. Plantas cultivadas en tierra durante 12 días.  
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Para confirmar la inserción del ADN-T en las plantas seleccionadas por aplicación de 

BASTA®, se analizó mediante PCR la presencia de los genes waxy o bar, presentes en el 

ADN-T (Fig. 81). Las plantas en las que no se encontró la presencia de estos genes se 

eliminaron, mientras que el resto de plantas continuaron creciendo para obtener la 

generación T2.  

En estas plantas seleccionadas por BASTA® y por PCR. se determinó el nivel de 

expresión de las 3 isoformas de SbPPCK para poder seleccionar aquellas líneas con 

mayor grado de silenciamiento para los estudios posteriores. Para ello, se realizaron 

ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) cuantificando la expresión de 

SbPPCK1, SbPPCK2 y SbPPCK3 usando cebadores específicos de cada gen (Tabla 3) 

y ADNc procedente de hojas. De todas las líneas, se preseleccionaron Ppck-2, Ppck-4 y 

Ppck-9, las cuales presentaron, respectivamente, una reducción promedio de la expresión 

de los 3 genes SbPPCK de un 58, 35 y 67% respecto a la expresión en la línea WT (Fig. 

82). En particular, la línea Ppck-2 presentó un silenciamiento en hojas del 47, 44 y 84 % 

para SbPPCK1, SbPPCK2 y SbPPCK3, respectivamente; la línea Ppck-4, del 12, 20 y 73 

%; y por último la línea Ppck-9 tuvo un silenciamiento del 83, 44 y 74 % para los genes 

SbPPCK.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 81. Ejemplo de confirmación por PCR de la inserción del ADN-T. Presencia del gen waxy en 

ADN genómico de hojas de plantas WT y de las plantas sembradas y preseleccionadas con BASTA® de la 

línea Ppck-4 de la generación T1. Se observa que todas las sublíneas, excepto la 7, presentan en su genoma 

el gen waxy y, por tanto, tienen la inserción del ADN-T. M: marcador de peso molecular; WT: línea 

silvestre; 1-12: distintas plantas pertenecientes a la línea Ppck-4.  

M WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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Especialmente dos de las líneas modificadas (Ppck-2 y 9) sufrieron una reducción 

significativa en la altura alcanzada por la planta cultivada en invernadero del 10% y 35%, 

respectivamente, respecto a la altura de la línea WT (Fig. 83A). Además, especialmente 

también en la línea Ppck-9, se observó un cambio en la morfología de la planta, la cual 

no solo tenía una altura drásticamente menor, sino que también presentó una menor 

distancia entrenudos de modo que todas sus hojas aparecían agrupadas en la parte final 

del tallo, fenómeno que no se observó en las otras líneas (Fig. 83B). 

Las plantas sembradas y confirmadas de cada una de las 12 líneas se cultivaron en 

invernadero de junio a octubre, mes en el que se realizaron medidas biométricas y se 

recolectaron las semillas de la generación T2, cuantificándose la producción de las 

mismas en todas las líneas y comparando los resultados con la planta WT (Tabla 9). En 

este análisis inicial se observó que en algunas líneas modificadas se alteraban algunos de 

los parámetros medidos. Sin embargo, la única línea que presentó unos efectos destacados 

sobre diversos parámetros fue Ppck-9. Además de la menor altura y distinta morfología 

mencionadas anteriormente, las plantas de esta línea tuvieron una disminución drástica 

en la producción de semillas, aunque estás fueron de un tamaño mayor que las de las 

plantas WT.  

 

SbPPCK1 

SbPPCK2 

SbPPCK3 

* 

* 

* * 
* 

* 

* 

* 

* * 
* 

Figura 82. Expresión relativa de los genes SbPPCK en hojas de sorgo. Se tomaron muestras de hojas de 

sorgo de un mes, crecido en tierra y en condiciones control. El nivel relativo de ARNm de cada gen 

individual se normalizó con respecto al gen SbActina. Los datos se representan con respecto al WT (tanto 

por uno). Los datos son la media ± EE (n = 3). *, P<0,05 versus WT (t test) para cada gen.   
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Tabla 9. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 en el crecimiento y la producción de plantas de 

sorgo. Plantas de sorgo T1 fueron cultivadas en invernadero durante los meses de junio a octubre. Al 

finalizar su crecimiento se cuantificó la altura de la planta, la longitud y el peso de las espigas y la 

producción de semillas: tanto el peso total, como su número y el peso medio de cada semilla. Los datos son 

la media ± EE (n = 5-9), *P<0,05 versus WT (t-test) dentro de cada columna.  

LINEA 
Altura 

planta (cm) 

Longitud 

espiga 

(cm) 

Peso 

espiga (g) 

Peso 

semillas 

(g) 

Número 

semillas 

Peso por 

semilla (g) 

WT 142 ± 2,9 13,5 ± 0,5 12,0 ± 2,4 9,90 ± 2,1 365 ± 60,6 0,026 ± 0,0012 

Ppck-1 139 ± 3* 14,4 ± 0,9 9,8 ± 1,2 9,88 ± 1,2 300 ± 44,9 0,035 ± 0,003* 

Ppck-2 129 ± 3,9* 12,1 ± 0,7 9,2 ± 1,6 8,30 ± 1,3 271 ± 49,7 0,033 ± 0,0019* 

Ppck-3 120 ± 4,1 13,8 ± 0,7 17,0 ± 2 12,77 ± 2,1 479 ± 62,1* 0,027 ± 0,0029 

Ppck-4 151 ± 3,6 11,7 ± 0,3* 9,0 ± 0,8 8,15 ± 0,7 268 ± 22,7 0,031 ± 0,0014* 

Ppck-5 147 ± 6,9 13,2 ± 1,2 11,2 ± 1,9 12,99 ± 4,7 453 ± 121,5 0,029 ± 0,0032 

Ppck-6 145 ± 4,3 11,4 ± 0,4* 9,4 ± 0,7 7,50 ± 0,7 246 ± 22,4 0,031 ± 0,0012* 

Ppck-7 138 ± 7,5 15,1 ± 0,6 18,2 ± 2,6 15,4 ± 1,9* 587 ± 77,6* 0,026 ± 0,0011 

Ppck-8 138 ± 4,4 12,5 ± 1,3 11,4 ± 1,9 9,36 ± 1,6 392 ± 85,2 0,025 ± 0,0017 

Ppck-9 93 ± 6,9* 10,9 ± 0,7 3,5 ± 0,8* 1,59 ± 0,7* 43 ± 16,7* 0,034 ± 0,0016* 

Ppck-10 135 ± 8,8 12,1 ± 1 8,0 ± 2,1 6,18 ± 1,6 310 ± 79,9 0,020 ± 0,001* 

Ppck-11 127 ± 5,4* 12,5 ± 0,8* 10,0 ± 1,2 8,23 ± 0,9 300 ± 42,4 0,028 ± 0,0012 

Ppck-12 140 ± 4,6 14,6 ± 0,7 13,5 ± 1,3 11,04 ± 1,1 420 ± 41,5 0,026 ± 0,003 

Figura 83. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 en el crecimiento de plantas de sorgo T1. A. 

Se representa la altura de las plantas como media ± EE (n = 5-9). *, P<0,05 versus WT (t test). B. 

Imágenes de las líneas Ppck-2, 3 y 9 comparadas con la planta WT a los aproximadamente dos meses de 

crecimiento 
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El cultivo de plantas visto anteriormente permitió la obtención semillas 

correspondientes a la generación T2. Para determinar cuáles de las sublíneas de la 

generación T2 obtenidas eran homocigotas, se sembraron 15 semillas de cuatro sublíneas 

escogidas al azar de las líneas silenciadas seleccionadas para continuar su caracterización 

inicial (Ppck-2, 4 y 9) y de la planta WT. Cuando estas plantas alcanzaron un tamaño 

apropiado, se aplicó BASTA® y se analizó mediante PCR la presencia de los genes waxy, 

bar y 35S en las plantas sembradas. Las sublíneas donde todas las plantas analizadas 

mostraron resistencia al herbicida y poseían los genes analizados por PCR, se 

consideraron homocigotas y fueron sembradas en invernadero para obtener semillas T3. 

Las semillas T2 consideradas como homocigotas fueron empleadas para el estudio del 

silenciamiento de los genes PPCK sobre la fosforilación de la PEPC en condiciones de 

estrés abiótico.  

3.4. Identificación de los sitios de inserción del ADN-T en el genoma de sorgo 

Con el objetivo de determinar el lugar del genoma en el que se produjo la inserción 

del ADN-T y poder conocer si ésta había provocado la interrupción de algún otro gen, se 

procedió a la secuenciación del genoma completo de las líneas Ppck-2, Ppck-4 y Ppck-9 

utilizando ADN genómico extraído de hojas de la generación T3.  Esta fue llevada a cabo 

en los servicios de secuenciación de la empresa Novogene (Cambridge, UK).  

Los datos proporcionados por Novogene permitieron identificar los sitios de inserción 

que se muestran en la tabla 10. La línea Ppck-2 presentó una inserción en el cromosoma 

1 (NC_012870.2). Esta inserción se encontró a 2683 pb del extremo 5´del gen miembro 

44 de la familia 25 de transportadores de solutos (LOC8059798 XP_002468411) y a 6882 

pb del extremo 3´del gen que codifica para una proteína no caracterizada 

(LOC110431802   XP_021307090).  La línea Ppck-4 presentó dos inserciones, una en el 

cromosoma 1 y otra en el cromosoma 2. En el cromosoma 1 la inserción se localizó a 

2231 pb del extremo 5´del gen de la peroxidasa 5 (LOC8062867 XP_002467585) y a 

5120 pb del extremo 3´de otra peroxidasa 5 (LOC8058813 XP_002467586). Por otra 

parte, la inserción hallada en el cromosoma 2 fue localizada a 1920 pb del extremo 5 ´del 

gen asparragina-ARNt ligasa (LOC8080686 XP_002460704) y a 228 pb del extremo 3´ 

del gen de la proteína relacionada con WAT1 At5g47470 (LOC8077443 

XP_021310390). Por último, en la línea Ppck-9 se localizó una única inserción en el 

cromosoma 5, en este caso la inserción se produjo dentro del intrón (35.298-37.426) del 

gen cafeoilshikimato esterasa. Este gen forma parte de la ruta de biosíntesis de lignina 

(Vanholme et al., 2013). La pérdida de función de este gen podría explicar el fenotipo tan 

marcado mostrado en los distintos parámetros medidos a lo largo de este capítulo.  

 

 

 

about:blank


Resultados 

199 

 

Tabla 10. Análisis de los sitios de inserción del ADN-T en las líneas Ppck. Los datos, que han sido 

proporcionados por la empresa Novogene, localizan los diferentes sitios de inserción del ADN-T en las 

líneas analizadas. Chr1: genoma en el que se ha insertado el plásmido; Pos1: posición del inserto dentro 

del genoma; Chr2: Secuencia insertada (plásmido pFGC161). 

 

En conclusión, de las 3 líneas Ppck seleccionadas por poseer mayor silenciamiento de 

los genes SbPPCK solo dos presentaron la inserción del ADN-T en posiciones que no 

afectasen a otros genes, las líneas Ppck-2 y 4, la primera con una sola inserción y la 

segunda con dos, mientras que la inserción del ADN-T de la línea Ppck-9 se produjo en 

medio de un intrón de un gen de la ruta de biosíntesis de lignina. 

3.5. Respuestas a estrés abiótico en líneas de sorgo con los genes SbPPCK1-3 

silenciados 

Para determinar las consecuencias del silenciamiento de los genes SbPPCK1-3, las 

distintas líneas silenciadas seleccionadas fueron sometidas a dos condiciones de estrés 

abiótico: estrés salino y falta de fósforo, puesto que se sabe que ambas incrementan la 

actividad PEPCk (Echevarría et al., 2001; Monreal et al., 2007a; Feria et al., 2008; 

Plaxton y Tran, 2011; Kumar et al., 2021; Li et al., 2011, 2022; Ma et al., 2021). Además, 

la luz es el principal mecanismo inductor de la actividad  PEPCk en hojas (Chollet et al., 

1996), por lo que también se aplicó un tratamiento de luz-oscuridad.  

3.5.1. Efectos del silenciamiento de SbPPCK en condiciones de deficiencia de fósforo 

En primer lugar, se cultivaron plantas T2 homocigotas de las líneas Ppck-2 y la planta 

WT, en las tres condiciones relativas al fósforo descritas en el capítulo 2: medio Hewitt 

control (C) donde el P se suministra de forma soluble, medio Hewitt sin fuente de P y este 

mismo medio, pero con fosfato insoluble (PCa) como fuente de P. Estos tratamientos 

tuvieron una duración de 3 semanas. Tras este tiempo, se tomaron distintas medidas 

biométricas y se determinó el estado de fosforilación de la PEPC mediante la 

cuantificación de la IC50 por malato en hojas, así como la actividad PEPC en raíces para 

cada línea y tratamiento.  

Línea Chr1 Pos1 Orientación1 Chr2 

Ppck-2 NC_012870.2 75666309 14+0- pFGC161 

Ppck-2 NC_012870.2 75666517 0+14- pFGC161 

Ppck-4 NC_012870.2 60151914 0+6- pFGC161 

Ppck-4 NC_012871.2 67984045 14+1- pFGC161 

Ppck-4 NC_012871.2 67984305 1+17- pFGC161 

Ppck-4 NC_012870.2 60151500 2+0- pFGC161 

Ppck-4 NC_012870.2 60151722 3+0- pFGC161 

Ppck-9 NC_012874.2 35916 0+4- pFGC161 
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La deficiencia de fósforo afectó significativamente al crecimiento de las plantas WT 

y de las plantas modificadas (Tabla 11). Esto se vio reflejado en una reducción del 50% 

de la altura de las plantas en condiciones de ausencia de P (-P). Por otro lado, el 

tratamiento con PCa permitió una recuperación significativa de la altura de las plantas, 

alcanzando niveles similares a las condiciones control. Resultados similares fueron 

obtenidos a nivel del peso de la parte aérea y de las raíces. El ratio raíz/parte aérea 

aumentó en condiciones de deficiencia de P, mientras que con fosfato cálcico se alcanzó 

un valor intermedio entre las condiciones control y sin P (Tabla 11). Aunque no se 

encontraron diferencias significativas entre WT y Ppck-2, si se observó un menor 

crecimiento de esta última en todos los tratamientos.  

Tabla 11. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 y de la falta de fósforo sobre el crecimiento. Las 

plantas de sorgo crecieron en condición control (C) (medio Hewitt), sin fosfato (-P) o con fosfato insoluble 

(PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) durante tres semanas. Al finalizar el tratamiento se cuantificaron los parámetros 

de crecimiento: altura, peso de la parte aérea y de las raíces y se calculó el  ratio raíz/parte aérea a partir del 

peso fresco de ambos. Los datos son la media ± EE (n=4, cada réplica biológica de la parte aérea está 

formada por la medida de 10 plantas distintas y de raíces, por 3 plantas distintas). Las diferentes letras 

denotan diferencias significativas en cada columna (Duncan, P<0,05). 

 

 En cuanto a la actividad PEPC en hojas, no se observaron cambios significativos con 

los diferentes tratamientos, aunque, en general, la actividad PEPC en hojas fue menor en 

la línea modificada (Fig. 84A).  En raíces, la ausencia de P indujo un incremento en la 

actividad PEPC respecto al tratamiento control y la adición de fosfato insoluble provocó 

un nivel intermedio de actividad PEPC. En la línea Ppck-2, el incremento de actividad 

PEPC como respuesta al tratamiento -P fue significativamente mayor al encontrado en 

raíces WT (Fig. 84B). Esto podría indicar que la falta de fosforilación de la PEPC podría 

ser compensado con un aumento de actividad de la misma.  

 Altura (cm) 
Peso parte 

aérea (g) 
Peso raíz (g) 

Ratio (raíz/parte 

aérea) 

WT Control 61,5 ± 0,6a 22,9 ± 1,5a 11,5 ± 1,0a 0,49 ± 0,03a 

-P 29,7 ± 2,6b 3 ± 0,2b 4,0 ± 0,1b 1,20 ± 0,06b 

PCa 51,6 ± 1,7ac 12,1 ± 2,7c 9,4 ± 1,9a 0,80 ± 0,03d 

Ppck-2 Control 56,6 ± 1,1ac 22,6 ± 3,4a 11,2 ± 1,2a 0,49 ± 0,03a 

-P 26,5 ± 0,2b 2,8 ± 0,1b 3,8 ± 0,1b 1,38 ± 0,05bc 

PCa 48,8 ± 1,3c 10,8 ± 2,4c 8,1 ± 1,2a 0,80 ± 0,07d 
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Además, se determinó el estado de fosforilación de la PEPC en hojas mediante la 

cuantificación de su IC50 para el malato.  En plantas WT, el tratamiento -P incrementó 

significativamente la IC50, mientras que en el tratamiento PCa el valor obtenido fue 

intermedio entre las condiciones control y -P. Por el contrario, la IC50 de las hojas de la 

línea Ppck-2 se mantuvo prácticamente constante en ambos tratamientos (Fig. 85). Estos 

resultados muestran que el silenciamiento de los genes SbPPCK1-3 tiene una repercusión 

clara en el estado de fosforilación de la PEPC en condiciones de deficiencia de P.  
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Figura 84. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 y de la falta de fósforo sobre la actividad PEPC. 

Las plantas de sorgo crecieron en condición control (C) (medio Hewitt), sin fosfato (-P) o con fosfato 

insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) durante tres semanas. A. Actividad PEPC en hojas. B. Actividad 

PEPC en raíces. Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes letras denotan diferencias significativas 

(Duncan, P<0,05). 
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Figura 85. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 y de la falta de fósforo sobre la fosforilación 

de la PEPC en hojas. Las plantas de sorgo crecieron en condición control (C) (medio Hewitt), sin 

fosfato (-P) o con fosfato insoluble (PCa, 0,67 mM Ca3(PO4)2) durante tres semanas. Se representa la 

IC50 (mM) para el malato de la PEPC de hojas.  Los datos son la media ± EE (n = 3). Las diferentes 

letras denotan diferencias significativas (Duncan, P<0,05). 
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3.5.2. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 en estrés salino 

Plantas WT y de las líneas Ppck-2 y Ppck-4 fueron cultivadas hidropónicamente en 

condiciones de salinidad, como se indica en materiales y métodos. Antes de recolectar los 

tejidos, se tomaron las hojas más jóvenes totalmente desplegadas de cada planta, línea y 

tratamiento para exponerlas a la luz o a la oscuridad como se describe en materiales y 

métodos.  

En primer lugar, se realizaron medidas biométricas al finalizar el tratamiento. Tal y 

como se muestra en la figura 86, el tratamiento salino afectó severamente al crecimiento 

de las plantas de sorgo, siendo más afectada la línea Ppck-2. 

  

En cuanto a las medidas biométricas, en primer lugar, se cuantificó la altura de las 

plantas. En condiciones control, la altura de la línea Ppck-2 fue significativamente menor, 

mientras que Ppck-4 tan solo redujo levemente su altura respecto a la planta WT en estas 

condiciones El estrés salino redujo drásticamente la altura de las plantas, encontrando un 

efecto mayor en las líneas modificadas, especialmente en la línea Ppck-2. En cuanto a la 

biomasa producida, tanto de la parte aérea como de raíces, los resultados fueron en el 

mismo sentido, siendo la línea Ppck-2 la que tenía menor biomasa tanta en condiciones 

control como bajo estrés salino, mientras que la línea Ppck-4 se vio tan solo ligeramente 

más afectada por sal que el WT (Tabla 12). 
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Figura 86. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 y del estrés salino en el crecimiento vegetativo de las 

plantas. Plantas de sorgo de siete días fueron sometidas a un gradiente de salinidad. En primer lugar, se trataron 

durante 3 días con 5 g/l, luego la concentración se subió a 10 g/l durante 7 días y finalmente, se mantuvieron 5 

días a una concentración de 15 g/l de NaCl. La imagen fue tomada al finalizar el tratamiento.  
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Tabla 12.  Efecto del silenciamiento de SbPPCK1-3 y el estrés salino en el crecimiento vegetativo de 

las plantas. Plantas de sorgo sometidas a estrés salino como se indica en materiales y métodos. Las medidas 

se realizaron al finalizar el tratamiento. Se muestran la altura de la planta, el peso fresco de la parte aérea y 

de las raíces. Los datos son la media ± EE (n = 3-4).  Las diferentes letras denotan diferencias significativas 

en cada columna (Duncan, P<0,05).  
 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, se determinó la actividad y el estado de fosforilación de la PEPC en 

hojas iluminadas o en oscuridad procedentes de las plantas cultivadas en condiciones 

control y de estrés salino.  La actividad PEPC en hojas fue similar entre las plantas WT y 

todas las líneas silenciadas, aunque la actividad PEPC aumentó en condiciones de estrés 

salino, no se detectaron diferencias significativas (Fig. 87A).  Por otro lado, el estado de 

fosforilación de la PEPC de hojas fue medido determinando la IC50 para malato de esta 

enzima. El estrés salino no alteró la IC50 en hojas respecto a las condiciones control en 

ninguna de las plantas. Sin embargo, la iluminación de las hojas sí tuvo efectos 

importantes sobre la IC50 de la PEPC independientemente de si las plantas habían crecido 

en condiciones control o bajo estrés salino. La iluminación incrementó la IC50 en hojas 

de todas las líneas, aunque el incremento fue significativamente mayor en la planta WT 

que en las líneas modificadas, especialmente en la línea Ppck-2 donde el incremento en 

la IC50 fue severamente menor (Fig. 87B).   

 

 Altura 

planta (cm) 

Peso parte 

aérea (g) 
Peso raíz (g) 

WT 
Control 53,9 ± 0,5a 5,2 ± 0,15a 3,9 ± 0,17a 

NaCl 20,4 ± 0,45c 0,47 ± 0,03c 0,49 ± 0,02c 

Ppck-2 
Control 35,6 ± 2,5b 1,8 ± 0,1b 1,7 ± 0,13b 

NaCl 14,5 ± 0,9d 0,29 ± 0,04c 0,39 ± 0,07c 

Ppck-4 
Control 50,8 ± 0,9a 5,4 ± 0,6a 3,7 ± 0,56a 

NaCl 19 ± 1,9cd 0,37 ± 0,1c 0,34 ± 0,1c 
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3.6. Efectos del silenciamiento de SbPPCK1-3 sobre el tiempo de floración y la 

productividad 

A continuación, estudiamos el efecto del silenciamiento sobre la floración y la 

productividad de las líneas anteriores cultivando las distintas líneas en macetas con tierra 

en invernadero, como se indica en materiales y métodos. En primer lugar, se encontró que 

las plantas silenciadas sufrían un retraso en la floración, siendo mayor en la línea Ppck-

4. A los 50 días, el porcentaje de plantas con flor era del 50% en la línea WT, del 14 % 

en las líneas Ppck-2, mientras que en la línea Ppck-4 no había ninguna planta florecida 

(Fig. 88).  Además, en esta línea no llegaron a florecer todas las plantas sembradas, 

mientras que sí lo hicieron las demás.  
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Figura 87. Efecto del estrés salino en la actividad y fosforilación de la PEPC de hojas de plantas de 

sorgo WT y Ppck. P lantas de sorgo sometidas a un gradiente de salinidad (3 días con 5 g/l, 7 días con 10 

g/l y 5 días con 15 g/l de NaCl). Hojas de estas plantas fueron iluminadas o mantenidas en oscuridad durante 

2 h como se describe en materiales y métodos. A. Actividad PEPC a pH 8. B. IC50 de la PEPC para el 

malato.  Los datos son la media ± EE (n = 4). Las diferentes letras denotan diferencias significativas 

(Duncan, P<0,05). 
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Posteriormente, se analizaron las espigas producidas por las diferentes líneas (Fig. 

89). Todos los parámetros medidos (longitud y peso de la espiga, número y peso total de 

las semillas producidas por planta) se vieron reducidos en las líneas Ppck. Esta reducción 

fue mayor en la línea Ppck-2, mientras que la línea Ppck-4 mantuvo unos valores 

intermedios de todos estos parámetros (Tabla 13). Resultados similares fueron obtenidos 

al cuantificar la producción total en número y en peso de semillas de todas las plantas 

sembradas (Tabla 14). Por otro lado, el volumen y el peso de las semillas fue mayor en 

las líneas Ppck-2 y 4, mostrando que estas líneas, aunque producían una menor cantidad 

de semillas, éstas eran de un mayor tamaño (Tabla 13).  

 

 

Figura 88. Tiempo de floración de plantas de sorgo WT y Ppck. Plantas de sorgo de las líneas WT, 

Ppck-2 y Ppck-4 crecieron en el invernadero hasta la obtención de semillas, se determinó el tiempo de 

floración de cada planta. 
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Figura 89. Aspecto de las espigas de plantas de sorgo WT y Ppck. Espigas obtenidas de plantas de 

sorgo de las líneas WT, Ppck-2 y Ppck-4 cultivadas en invernadero en el momento de la cosecha. 
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Tabla 13. Efecto del silenciamiento de SbPPCK1-3 sobre las espigas y la producción de semillas. 

Plantas de sorgo de las líneas WT, Ppck-2 y Ppck-4 fueron cultivadas en invernadero durante 6 meses hasta 

la obtención de semillas. Se midió la longitud y peso de las espigas y el número y peso total de las semillas 

producidas. Los datos son la media ± EE (n = 4, siendo n cada espiga producida). cuantificó el volumen, el 

eje relación y el peso por semilla. Los datos son la media ± EE (n = 3). *P<0,05 versus WT (t-test) dentro 

de cada columna.  

 

Tabla 14. Efecto del silenciamiento de SbPPCK1-3 sobre la producción de semillas. Número y peso 

total de las semillas producidas por las plantas WT, Ppck-2 y 4 cultivadas en invernadero. 

 

 

 

 

Finalmente, se caracterizó la composición de las semillas. El silenciamiento de 

SbPPCK1-3 alteró el contenido de proteínas y provocó una disminución en el contenido 

de almidón de las semillas, siendo más severo en la línea Ppck-4. Por otra parte, 

incrementó el contenido de taninos y de fitatos, de forma más importante en las líneas 

Ppck-2 y Ppck-4, respectivamente, y, además, alteró el contenido de fenoles, aumentando 

en la línea Ppck-2 (Tabla 15). Aunque los resultados varían entre las dos líneas mutantes, 

son potencialmente muy interesantes, ya que parámetros como los taninos y los fitatos, 

que se consideran antinutrientes, pueden tener un gran impacto sobre la calidad 

nutricional de las semillas (Raboy, 2009; Dehghanian et al., 2022). 

Tabla 15. Caracterización de semillas secas WT, Ppck-2 y Ppck-4. Se analizó la composición de las 

semillas, analizando su contenido en proteínas, almidón, taninos, fenoles y fitatos, como se indica en 

materiales y métodos. Los datos son la media ± EE (n = 3, siendo n una mezcla de semillas). *P<0,05 versus 

WT (t-test) dentro de cada columna.  

Datos 

semilla seca 

Proteínas 

(µg prot. mg-1) 

Almidón 

(µmol mg-1) 

Taninos 

(mg g-1) 

Fenoles  

(µg mg-1) 

Fitatos  

(g/100 g)  

WT 0,59 ± 0,05 1,43 ± 0,02 1,39 ± 0,36 0,51 ± 0,01 4,37 ± 0,08 

Ppck-2 0,48 ± 0,004 1,41 ± 0,03 2,36 ± 0,25* 0,71 ± 0,008* 4,77 ± 0,07* 

Ppck-4 0,85 ± 0,02* 1,24 ± 0,04* 1,5 ± 0,36 0,46 ± 0,005 5,47 ± 0,08* 

 

 Longitud 

espiga (cm) 

Peso 

espiga (g) 

Nº 

semillas 

por 

planta 

Peso total 

semillas 

por 

planta (g) 

Volumen 

(mm3) 

Eje 

relación 

Peso 

1 semilla (g) 

WT 9,3 ± 0,8 6,9± 0,8 204 ± 20 5,7 ± 0,6 28,9 ± 1,46 1,01 ± 0,01 0,024 ± 0,001 

Ppck-2 7,3 ± 0,12* 4 ± 0,5* 101 ± 20* 3,4 ± 0,4* 35,3 ± 1,9 0,99 ± 0,01 0,033 ± 0,001* 

Ppck-4 8,2 ± 0,6 5,2 ± 1,1 131 ± 22 4,3 ± 0,6 37,4 ± 1,93* 0,99 ± 0,01 0,035 ± 0,001* 

 Nº de 

semillas 

Peso total 

de 

semillas 

WT 819 22,9 

Ppck-2 405 13,5 

Ppck-4 526 17,5 
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1. EFECTOS DE ESTRESES ABIÓTICOS EN PLANTAS DE SORGO CON 

SbPPC3 SILENCIADO 

La PEPC es una enzima presente en multitud de organismos en los que desempeña 

papeles fundamentales en el metabolismo del carbono, destacando su papel en la fijación 

inicial del CO2 en la fotosíntesis de plantas C4 y CAM (O’Leary et al., 2011b). Además, 

esta enzima tiene una gran diversidad de funciones no-fotosintéticas que desarrolla en 

todos los tejidos de la planta  (Chollet et al., 1996; O’Leary et al., 2011a). Mientras que 

el papel de la PEPC de tipo C4, así como su regulación se encuentran ampliamente 

estudiados, no sucede así con las múltiples funciones que llevan a cabo las distintas 

isoformas de la PEPC de tipo C3. En general, el papel de este tipo de PEPC C3 está 

relacionado con la carboxilación anaplerótica del PEP para permitir la reposición de 

esqueletos de carbono del TCA (Chollet et al., 1996; Izui et al., 2004). Sin embargo, hoy 

existen múltiples pruebas que confirman que las funciones de la PEPC son mucho más 

numerosas (O’Leary et al., 2011a, 2011b; Feria et al., 2016), estando implicada en 

múltiples procesos fisiológicos como el movimiento estomático, la homeostasis del pH 

celular, la absorción y transporte de iones en las raíces, la fijación del nitrógeno 

atmosférico en las leguminosas, el desarrollo y la germinación de las semillas, y en la 

respuesta a diferentes tipos de estrés (Chollet et al., 1996; Echevarria y Vidal, 2003; Izui 

et al., 2004; O’Leary et al., 2011a; Ruiz-Ballesta et al., 2014, 2016).  

Nuestro grupo de investigación ha demostrado la importancia de la isoforma PPC3 de 

sorgo en múltiples contextos. Esta isoforma es crucial en el desarrollo y germinación de 

las semillas (Ruiz-Ballesta et al., 2016), siendo importante también en la producción de 

las mismas (de la Osa et al., 2022).  Además, se ha demostrado que esta isoforma está 

involucrada en la apertura y cierre estomático, así como en el crecimiento de las plantas 

de sorgo (de la Osa et al., 2022). Cabe destacar que esta isoforma es la principal isoenzima 

PEPC en las raíces de sorgo, y participa en las respuestas a distintos tipos de estrés en 

dichos órganos, como el estrés causado por amonio (Arias-Baldrich et al., 2017) y el 

estrés salino (de la Osa et al., 2022). También nuestro grupo ha visto que el homólogo 

funcional de SbPPC3 en Arabidopsis thaliana, AtPPC3, es importante para el desarrollo 

de la planta y en respuesta a distintos estreses como la falta de fósforo o el estrés salino 

(Feria et al., 2016). En este sentido, otras investigaciones han demostrado la importancia 

de esta isoforma en la respuesta frente a estrés por cadmio en A. thaliana (Willick et al., 

2019). El conjunto de estos trabajos ha mostrado la importancia de SbPPC3 en la 

fisiología de la planta y en la respuesta a múltiples estreses abióticos, motivos por los que 

en esta tesis se ha continuado la caracterización de dicha isoforma en otros contextos de 

estrés abiótico.  

Para profundizar en la caracterización de SbPPC3 en la respuesta a diferentes 

condiciones de estrés abiótico se emplearon dos líneas de sorgo con menores niveles de 

esta isoforma (una disminución en torno al 95% en los niveles de transcritos) (de la Osa 

et al., 2022), obtenidas mediante la técnica del ARNi. Estas líneas se sometieron para su 

estudio a estrés por aluminio, estrés por cadmio y estrés por déficit de fósforo.  
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Debido a su importancia, la PEPC es una enzima altamente regulada. Uno de los 

mecanismos de regulación más importantes consiste en la modificación postraduccional 

(PTM). Entre las PTMs que regulan la PEPC se encuentran las modificaciones por ácido 

fosfatídico, la S-nitrosilación y la monoubiquitinación, aunque la más estudiada es la 

fosforilación reversible de la enzima. Esta es llevada a cabo por la PEPCk, una proteína 

de la familia de las quinasas dependientes de Ca2+. Esta enzima a su vez también se 

encuentra regulada en varios niveles. En hojas, la actividad PEPCk es inducida por luz 

tanto en plantas C4 como C3 (Nimmo, 2003; Feria et al., 2016). Además, pese a que la luz 

es el principal mecanismo regulador de la fosforilación de la PEPC en las hojas de sorgo, 

nuestro grupo ha demostrado que el estrés salino y el estrés por amonio aumentan la 

expresión y la estabilidad de PEPCk. En sorgo, existen tres genes que codifican esta 

enzima: SbPPCK1, 2 y 3 (Arias-Baldrich et al., 2017; Monreal et al., 2007a,b, 2013b). 

En este sentido, hemos estudiado líneas de sorgo con estas tres isoformas silenciadas 

mediante ARNi para evaluar las repercusiones del silenciamiento sobre el crecimiento y 

desarrollo del sorgo, así como sobre sus respuestas a estrés.  

1.1. Respuesta a aluminio y cadmio en plantas Ppc3 

En este primer apartado, hemos estudiado los efectos del estrés por aluminio y por 

cadmio y las respuestas en las distintas líneas de sorgo. Ambos metales incrementaron 

tanto la actividad PEPC como la expresión de SbPPC3 en raíces WT, pero no en las líneas 

silenciadas. En estas líneas, el estrés por ambos metales incrementó la expresión de 

SbPPC2 en raíces en mayor grado que en las WT; sin embargo, esto no compensó la falta 

de PPC3 a nivel de actividad enzimática. Estos resultados vuelven a confirmar que esta 

isoforma es la dominante en raíces (Arias-Baldrich et al., 2017; de la Osa et al., 2022) y 

que, además, PPC3 participa en las respuestas de las raíces de sorgo al Al y al Cd, y que 

no es reemplazada por otras isoenzimas en las líneas silenciadas.  

En Arabidopsis, existen cuatro isoformas de PEPC. Los transcritos de AtPPC2 están 

presentes en todos los órganos, funcionando posiblemente como un housekeeping. 

AtPPC3, se expresa en raíces, y AtPPC1 y AtPPC4 se expresa en raíces y flores (Sánchez 

et al., 2006). Estudios previos han mostrado que AtPPC3 es la isoforma que contribuye 

a la mayor parte de la actividad PEPC detectada en raíces, encontrando que en líneas 

knock-out de mutantes SALK sólo las plantas atppc3 reducían drásticamente su actividad 

PEPC de dichos órganos (Feria et al., 2016). En consecuencia, aunque no existe una 

relación filogenética entre ellas, SbPPC3 y AtPPC3 son las isoformas mayoritarias en 

raíces de sorgo y Arabidopsis, respectivamente, y, por tanto, se podrían considerar como 

homólogos funcionales. La exposición a cadmio aumentó la expresión de AtPPC1 y 

AtPPC3 y la actividad PEPC en raíces de Arabidopsis (Willick et al., 2019). En ese 

mismo estudio, se utilizaron dos líneas mutantes de inserción de T-DNA: atppc1 y 

atppc3; estas líneas, especialmente atppc3 fueron más sensibles a cadmio. Esto muestra 

el papel importante de la PEPC, destacando sobre todo el gen AtPPC3, en la respuesta a 

estrés por cadmio en Arabidopsis. En la misma línea, nuestros resultados muestras que es 
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esta isoforma (PPC3) la que presenta una mayor contribución en la respuesta a nivel de 

PEPC frente a la toxicidad por este metal. 

El cadmio aumenta la actividad PEPC de raíces de otras especies vegetales como 

tomate (L. esculentum) (López-Millán et al., 2009), arroz (O. sativa) (Huang et al., 2017c) 

y maíz (Z. mays) (Nocito et al., 2008).  El aluminio induce un mayor aumento relativo de 

la actividad PEPC en raíces de las variedades de sorgo con mayor tolerancia a este metal 

frente al incremento provocado en variedades con mayor sensibilidad (De Carvalho 

Gonçalves et al., 2005). Un resultado muy similar ha sido obtenido también en soja, donde 

la inducción de la expresión de PPC en raíces fue mayor en el cultivar más tolerante de 

los estudiado (Huang et al., 2017a). Además, previamente en esta misma especie se 

habían encontrado tres isoformas de PEPC (GmPPC6, 8 y 9) inducidas por aluminio  

(Wang et al., 2016). Todo esto nos muestra que la implicación de la PEPC en la respuesta 

de raíces a estreses como el aluminio y cadmio es común a diversas especies vegetales.  

Al mismo tiempo que se producen cambios de actividad PEPC, en distintos tipos de 

estrés se observan cambios en su estado de fosforilación. El estrés salino y el estrés por 

amonio, además de aumentar la actividad PEPC en raíces, produjeron un aumento de 

actividad PEPCk en raíces y hojas de sorgo (Echevarría et al., 2001; Monreal et al., 2013a; 

Arias-Baldrich et al., 2017). El incremento de la actividad PEPCk de hojas estaba 

asociado a PPCK1, la isoenzima fotosintética, mientras que el producido en raíces se 

relacionaba con PPCK2. En hojas, el aluminio aumentó la actividad PEPCk en plantas 

WT debido al incremento de expresión de SbPPCK1, mientras que bajo el estrés por 

cadmio no se detectaron grandes cambios en la expresión de las tres isoformas de PEPCk. 

En Arabidopsis, existen dos isoformas de PEPCk. AtPPCK1, se detecta sobre todo en 

hojas de la roseta, y es inducido fuertemente por luz. AtPPCK2, está especialmente 

localizado en raíces y flores, y se induce por la luz en este último tejido (Fontaine et al., 

2002). En hojas de Arabidopsis, se ha visto que el cadmio aumenta levemente la expresión 

de AtPPCK1 y de AtPPCK2, mientras que en las líneas mutantes atppc1 y atppc3, el 

cadmio aumenta significativamente la expresión de ambos genes, destacando sobre todo 

AtPPCK1. Sin embargo, estos cambios no supusieron un aumento en la actividad PEPCk 

(Willick et al., 2019). Estos resultados parecen indicar que los cambios en la fosforilación 

de la PEPC en hojas son menos importantes que los cambios que se producen en raíces 

frente a la toxicidad por estos metales, los cuáles se van a discutir a continuación. 

En raíces de sorgo, tanto el cadmio como el aluminio incrementaron la actividad 

PEPCk, lo que se relacionó con un aumento de la expresión de SbPPCK2, mayor en la 

línea Ppc3-1 que en el WT. Además, el aluminio también aumentó de forma similar la 

expresión de SbPPCK3. En arroz, se ha encontrado también que OsPPCK2 es altamente 

inducido por cadmio en raíces (Huang et al., 2017c). En raíces de Arabidopsis, el cadmio 

induce la expresión de AtPPCK1 y AtPPCK2, aunque esto no aumentó la actividad 

PEPCk. Sin embargo, en las líneas atppc1 y atppc3 el aumento de la expresión de las dos 

isoformas de PEPCk si causó un incremento significativo de la actividad PEPCk en raíces 

(Willick et al., 2019). Estos resultados sugieren que, en respuesta al Cd, las plantas tratan 
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de compensar un menor nivel de PEPC con un aumento en su estado de fosforilación en 

raíces, aunque estos cambios no consiguen subsanar la falta de PPC3 ni en sorgo ni en 

Arabidopsis.  

El cadmio afecta a la absorción de nutrientes minerales ya que compite directamente 

con los transportadores de los mismos (Benavides et al., 2005), por lo que algunos de 

estos elementos fueron cuantificados en hojas y raíces. El cadmio redujo el contenido de 

Fe, Zn y Mg, mientras que aumentó el Ca en hojas; estos resultados fueron similares a los 

obtenidos por Jia et al. (2016). Esta reducción puede ser causada por la competencia 

directa de los iones de Cd por los mismos transportadores que dichos elementos, con lo 

que la translocación de éstos hacia las hojas se vería reducida. En raíces, el cadmio redujo 

el contenido de Mg y Ca e incrementó el contenido de Zn y Fe; estos resultados, de nuevo 

concuerdan con los obtenidos por Jia et al. (2016) en sorgo. Además, el aumento en el 

contenido de Fe en raíces también ha sido descrito en presencia de Cd en otras especies, 

como Noccaea caerulescens (Halimaa et al., 2019). En esa especie, el tratamiento con 

cadmio indujo la expresión de genes relacionados con la homeostasis de Fe. Nosotros 

hemos comprobado que una respuesta similar se estaba dando en sorgo. El cadmio inducía 

la expresión de genes relacionados con la homeostasis de Fe, como resultado de una 

posible deficiencia causada por éste. Se analizaron genes tanto de la estrategia I como de 

la estrategia II debido a que, se había descrito que existen plantas que combinan o que 

inducen genes de ambas estrategias en carencia de Fe, como el arroz o como el propio 

sorgo (Wairich et al., 2019). En este sentido, hemos encontrado que el cadmio induce la 

expresión de NRAMP en todas las líneas, y de IRO2 en las líneas silenciadas. NRAMP es 

un gen perteneciente a la estrategia I de captación de Fe (Wairich et al., 2019), la cual 

está asociada a la secreción de compuestos entre los que se encuentran los ácidos 

orgánicos. Por otro lado, IRO2 es un factor de transcripción asociado a la estrategia II, 

(Kobayashi y Nishizawa, 2012). Además de la diferencia de expresión de IRO2 en plantas 

WT y silenciadas expuestas a cadmio, también hemos visto que las líneas silenciadas 

acumulaban una menor cantidad de Fe en raíces bajo este tratamiento que en las plantas 

WT. Todo esto indica que la homeostasis de Fe se encuentra alterada en las líneas Ppc3, 

posiblemente debido a un funcionamiento incorrecto de las respuestas a la deficiencia de 

Fe causada por cadmio.  

La PPC3 juega un papel importante en la germinación de semillas de sorgo, y su falta 

provoca un retraso en la germinación (de la Osa, 2020). El estrés por aluminio, y, 

especialmente por cadmio, provocó un retraso en la germinación, que fue mayor en las 

líneas silenciadas. Estudios previos han demostrado que los efectos del cadmio sobre la 

germinación de semillas de sorgo están relacionados con los efectos de este metal sobre 

la actividad de enzimas hidrolíticas, inhibiendo la movilización de las reservas de 

carbohidratos, y, en consecuencia, afectando a la germinación (Kuriakose y Prasad, 

2008). El estudio de la actividad de enzimas hidrolíticas, como fosfatasas ácidas, 

proteasas y α-amilasas, así como del contenido de almidón y azúcares solubles en estas 

semillas tratadas con cadmio, contribuiría a elucidar las causas y mecanismos 

responsables de los efectos del cadmio en las semillas Ppc3.  
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Además, de los efectos sobre la germinación mencionados previamente, otros de los 

efectos del aluminio y el cadmio también fueron más severos en las plantas de líneas Ppc3 

que en las plantas WT, indicando que las primeras fueron más sensibles a estos metales. 

Por ejemplo, el aluminio redujo la velocidad de elongación de las raíces e incrementó el 

contenido de antocianinas en hojas; y el cadmio, disminuyó el contenido de clorofila b e 

incrementó la síntesis de MDA y prolina en hojas. Esto podría estar asociado al conjunto 

de alteraciones metabólicas producidas por la falta de PPC3 en hojas y raíces (de la Osa 

et al., 2022). Estas alteraciones afectan a la eficiencia de la respuesta a estrés, haciendo 

que las plantas Ppc3 sean más sensibles a estreses como la salinidad, el cadmio o el 

aluminio. Además, la ausencia de síntesis de citrato y malato, directamente dependientes 

de la actividad de PPC3, altera mecanismos que aumentan la resistencia de las plantas a 

la toxicidad de Al y Cd, y que están relacionados con los exudados radicales.  

Las formas aniónicas de los ácidos orgánicos actúan como importantes quelantes de 

metales tóxicos, entre los que se incluyen el aluminio y el cadmio, constituyendo la 

secreción de estos ácidos una de las principales estrategias de las plantas que aumentan 

la resistencia a estos metales. En concreto, el citrato (Kochian, 1995; Sivaguru et al., 

2013; Carvalho et al., 2016) y en menor medida el malato (De Carvalho Gonçalves et al., 

2005), son los principales ácidos orgánicos secretados por el sorgo en respuesta a  la 

presencia de metales, con el objetivo de excluirlos extracelularmente y así, disminuir su 

absorción (Ma, 2000). Además, los ácidos orgánicos actúan también en la detoxificación 

intracelular de los metales reduciendo sus efectos tóxicos. Por ejemplo, el cadmio forma 

complejos intracelulares con citrato y malato, que se almacenan en la vacuola (Sanitá di 

Toppi y Gabbrielli, 1999). En este trabajo, hemos demostrado que el aluminio y el cadmio 

incrementan la secreción de citrato, y en menor medida de malato, en los exudados. En el 

caso del aluminio (tratamiento de 2 días), la cantidad de citrato en los exudados aumentó 

en torno a 40 veces, pero no se observaron diferencias entre la planta WT y las líneas 

silenciadas. Por otro lado, el cadmio (tratamiento de 7 días) incrementó la exudación de 

citrato 400 veces en plantas WT y tan sólo unas 30 veces en las líneas silenciadas. Estos 

resultados demuestran la implicación de PPC3 en la secreción de ácidos orgánicos como 

respuesta al estrés por metales, aunque parece que su importancia depende de la duración 

del tratamiento. Finalmente, cabe destacar que, contrariamente a lo esperado, la 

acumulación de cadmio en raíces al finalizar la primera semana de tratamiento fue menor 

en las líneas Ppc3. Estos resultados son similares a los obtenidos por Willick et al. (2019) 

en Arabidopsis; los mutantes atppc3 presentan una menor acumulación de cadmio en 

raíces que en la planta Col-0. Ante estos resultados, medimos el contenido de cadmio tras 

una semana más de tratamiento con cadmio, encontrando que el incremento en la 

acumulación de cadmio fue mucho mayor en las líneas silenciadas. En nuestro grupo 

previamente ya habíamos demostrado que las líneas Ppc3 en condiciones control 

presentan una mayor actividad citrato sintasa y un mayor contenido de citrato que las 

plantas WT (de la Osa et al., 2022). Este mayor nivel basal de citrato podría ser suficiente 

para mantener los mismos niveles en los exudados que en las plantas WT en los 

tratamientos cortos, a pesar de la disminución en su síntesis por la falta de PPC3. Sin 

embargo, al alargar este tratamiento, la menor síntesis de citrato por la falta de PPC3 y, 
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por tanto, la menor cantidad de éste en los exudados, conllevaría un incremento mayor en 

el contenido de cadmio en raíces que en las plantas WT. Estos resultados muestran la 

importancia de PPC3 en las respuestas del sorgo a aluminio y cadmio. Entre ellas, para 

mantener la síntesis y secreción de citrato a largo plazo.  

1.2. Respuesta a la deficiencia de fósforo en plantas Ppc3 

La exudación de ácidos orgánicos no solo es una respuesta vegetal para excluir iones 

metálicos, sino que también constituye un mecanismo importante en la solubilización de 

numerosos elementos importantes para la planta (Ryan et al., 2001). Un claro y relevante 

ejemplo es la secreción de ácidos orgánicos para la solubilización del fósforo, elemento 

esencial que se encuentra con frecuencia en el suelo formando compuestos insolubles de 

fosfato como el fosfato cálcico, no disponibles para la planta (López-Arredondo et al., 

2014). Por este motivo, en este trabajo hemos analizado los efectos de la deficiencia de 

este macronutriente en plantas Ppc3.  

En primer lugar, para encontrar las concentraciones ideales de P para realizar el 

estudio, se realizó un gradiente usando concentraciones equimolares de dos fuentes 

distintas de este elemento, usando fosfato soluble (NaH2PO4; Ps) y fosfato insoluble 

(Ca3(PO4)2; PCa). En este primer bloque se consiguió determinar que el aporte de P en 

forma insoluble afecta de forma negativa al crecimiento de las plantas, que mostraron 

menor altura y biomasa en comparación con el aporte de concentraciones equimolares de 

P soluble. Además, las mayores diferencias de crecimiento y de contenido de P en raíces 

entre las líneas silenciadas y WT se encontraron en las concentraciones equimolares más 

altas de ambas fuentes de P (1,34 mM NaH2PO4 y 0,67 mM Ca3(PO4)2). Hay que destacar 

que la actividad PEPC disminuyó en raíces WT al aumentar el contenido de Ps, mientras 

que se incrementó al elevar el contenido de fosfato insoluble. Estos resultados muestran 

que la PEPC responde frente a la falta de P, indicando la importancia de la PEPC en la 

respuesta para solubilizar ese P (López-Arredondo et al., 2014). Estos resultados hacen 

relevante desarrollar el estudio, no solo en condiciones de ausencia de P, sino también 

empleando una fuente insoluble de P que refleje mejor las condiciones naturales a las que 

se enfrentan las plantas en la naturaleza. Además, se observó que en las líneas silenciadas 

el nivel de actividad en raíces fue siempre significativamente inferior al encontrado en 

plantas WT, mostrando la importancia de PPC3 en raíces, donde es la isoenzima de PEPC 

predominante (de la Osa et al., 2022).  

En segundo lugar, se determinó la duración del tratamiento necesaria para encontrar 

la mayor respuesta a la falta de P a nivel de la PEPC. Para ello, se utilizaron las 

concentraciones de fosfato soluble e insoluble determinadas anteriormente, así como un 

tratamiento en ausencia total de fósforo (-P). Los resultados mostraron que los efectos 

fisiológicos de la falta de P no son relevantes a partir de la segunda semana de tratamiento, 

tanto en condiciones -P como PCa. Esto fue así para distintos indicadores de estrés 

analizados como son la actividad fotosintética, la conductancia estomática o la 

acumulación de antocianinas en hojas, los cuales solo fueron significativamente distintos 

a las condiciones Ps a la tercera semana de tratamiento. Esto también fue así para la 
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inducción de la actividad PEPC en raíces en el tratamiento PCa. Por lo tanto, el resto de 

análisis realizados en este capítulo se realizaron tras 3 semanas de los distintos 

tratamientos de P (Ps, -P y PCa). 

La deficiencia de P indujo la expresión de SbPPC2 en hojas en todas las líneas, y de 

SbPPC3 sólo en la línea WT, mientras que SbPPC1 no presentó cambios significativos 

en ninguna de las condiciones analizadas. Sin embargo, la actividad PEPC, así como la 

cantidad de PEPC inmunodetectada en hojas, no se vio afectada. Esta falta de correlación 

entre la expresión génica y la actividad PEPC se debe a que la mayor parte de la actividad 

y cantidad de PEPC presente en hojas de sorgo corresponde a la PEPC de tipo C4 

(SbPPC1), por lo que cualquier cambio en la cantidad de otras isoformas de PEPC queda 

enmascarado por la cantidad de PEPC fotosintética (Shenton et al., 2006). En hojas de A. 

thaliana también se ha detectado un aumento de la expresión de genes PPC (AtPPC1 y 

AtPPC2), así como de la actividad PEPC, en respuesta a la falta de P. En este caso, dicho 

incremento puede ser detectado puesto que se trata de una planta C3 que carece de PEPC 

fotosintética (Gregory et al., 2009; Feria et al., 2016).  

En raíces de sorgo, la deficiencia de P incrementó la actividad y expresión de PEPC. 

Este aumento de actividad enzimática en raíces como resultado de la falta de P ha sido 

descrito en diversas especies (Plaxton y Tran, 2011). Por ejemplo, la deficiencia de P 

aumenta la actividad PEPC en raíces de soja (G. max), donde se detecta además un 

aumento de su estado de fosforilación (Jiang et al., 2021). En alfalfa (M. sativa) se ha 

descrito que este estrés induce la expresión de PEPC en raíces (Li et al., 2022), al igual 

que en garbanzo (C. arietinum) (Esfahani et al., 2021), en altramuz blanco (L. albus) 

(Uhde-Stone et al., 2003) o en maíz (Z. mays) (Calderon-Vazquez et al., 2008). Estos 

resultados muestran la participación de la enzima PEPC en la respuesta a este tipo de 

estrés en raíces. Así mismo, nosotros pudimos asociar el incremento de actividad PEPC 

con el aumento de la expresión de SbPPC3 en raíces, debido a que en las líneas 

silenciadas no se detectaron estos cambios de actividad y de expresión. Además, este 

tratamiento también incrementó la expresión de SbPPC2 en todas las líneas, aunque esto 

no compensó la falta de PPC3, como puede observarse en los niveles de actividad PEPC.  

Resultados similares fueron obtenidos en presencia de fosfato cálcico, aunque tanto los 

niveles de expresión como de actividad fueron inferiores. Estos datos se relacionan con 

los obtenidos por nuestro grupo en A. thaliana (Feria et al., 2016). En esta planta, la 

isoforma con mayor expresión como respuesta a falta de P en raíces es AtPPC3, 

homólogo funcional de SbPPC3. Además, en ese mismo trabajo, el estudio de mutantes 

knock-out (líneas SALK) de las distintas isoenzimas de PEPC muestra que es PPC3 la 

principal isoenzima responsable de la actividad PEPC en raíces en condiciones de falta 

de P. Todo esto vuelve a demostrar la importancia específica de esta isoforma en la 

respuesta a la deficiencia de P en raíces de sorgo.  

El déficit de fósforo también provocó cambios en el estado de fosforilación de la 

PEPC. En hojas de sorgo, la falta de P indujo la expresión de los tres genes que codifican 

PPCK (SbPPCK1-3) de forma similar en todas las líneas, lo que estuvo asociado también 
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a un aumento de la actividad PEPCk y del estado de fosforilación de la PEPC. En otras 

especies también se ha demostrado el aumento de la expresión de genes PPCK. Por 

ejemplo, en arroz la deficiencia de P induce la expresión de OsPPCK1 y un transcrito 

corto de OsPPCK2 en hojas, incrementando el nivel de fosforilación de la PEPC 

(Fukayama et al., 2006). En algodón (G. hirsutum), la falta de P induce la expresión de 

PPCK1 en todos los tejidos (Lei et al., 2022), mientras en hojas de A. thaliana induce la 

expresión de AtPPCK1 y 2, lo que se traduce en un aumento de la fosforilación de la 

PEPC (Gregory et al., 2009; Feria et al., 2016). En consecuencia, la fosforilación de la 

PEPC de hojas parece ser una respuesta relativamente extendida a la deficiencia de P. En 

mutantes SALK de Arabidopsis para AtPPC3 estudiados por nuestro grupo, no se 

detectaron cambios en la fosforilación de la PEPC en hojas respecto a las plantas 

silvestres en ausencia total de P (Feria et al., 2016). En este trabajo, tampoco se 

encontraron diferencias en la fosforilación de la PEPC entre hojas de plantas WT y las 

líneas Ppc3 de sorgo en ausencia total de P (-P), pero sí cuando se suministraba el fósforo 

de forma insoluble (PCa). En hojas de plantas Ppc3 tratadas con fosfato cálcico, el nivel 

de fosforilación de la PEPC (IC50) se mantuvo al mismo nivel que en el tratamiento sin 

P, es decir, fosforilada, mientras que en las plantas WT, la fosforilación de la PEPC fue 

igual que en condiciones control, es decir, desfosforilada. Estos resultados indican que 

las líneas Ppc3 mantienen ciertas respuestas al déficit de P en presencia de PCa, lo que 

podría asociarse a una menor capacidad de solubilización de fosfato cálcico por parte de 

estas plantas en comparación con la línea WT. Esto explicaría que, en estas condiciones, 

la planta WT pierda una de las respuestas frente al déficit de P en hojas, la fosforilación 

de la PEPC, mientras que se mantiene en las líneas Ppc3. Por otro lado, los niveles de 

expresión de los genes SbPPCK1-3 en hojas fueron similares en todas las plantas tratadas 

con fosfato cálcico, mostrando valores intermedios entre el control y la ausencia de P. 

Esto puede indicar que la PEPCk no solo está siendo regulada a nivel transcripcional, 

induciendo su expresión por deficiencia de P, sino que también debe estar siendo regulada 

a nivel postraduccional y/o por degradación, manteniéndose más activa o estable durante 

más tiempo en las líneas Ppc3. Este mecanismo de regulación de la actividad PEPCk a 

través de una menor degradación de la proteína ha sido demostrado por nuestro grupo en 

condiciones de estrés salino. Este estrés provoca una disminución de la degradación de la 

PEPCk y un aumento de su actividad mediada por ABA y donde participa la molécula 

señal óxido nítrico (NO) (Monreal et al., 2007a, 2013b). Es posible que la deficiencia de 

P induzca respuestas similares, aunque sería necesario profundizar en esta dirección. 

En raíces, la falta de P incrementó la expresión de SbPPCK2, especialmente en la 

línea Ppc3-2, y de SbPPCK3 en todas las líneas. De nuevo, la presencia de fosfato 

insoluble como fuente de P permitió alcanzar unos valores de expresión más próximos a 

las condiciones control, aunque aún inducidos. Sin embargo, la actividad PEPCk fue tan 

solo ligeramente mayor en las líneas silenciadas, especialmente en Ppc3-2. En 

Arabidopsis también se ha descrito que la expresión de los genes PPCK se induce por 

falta de P en raíces, sobre todo AtPPCK2, asociado con un aumento en la fosforilación 

de la PEPC. Sin embargo, en mutantes SALK de AtPPC3 esta respuesta desaparece (Feria 

et al., 2016). Estos resultados muestran que, en la respuesta a la deficiencia de P en raíces, 
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parece tener más importancia el aumento de la cantidad y actividad PEPC que la 

fosforilación de la misma, aunque ésta también tenga lugar, aunque de forma menos clara 

que en hojas.  

Además del papel en la solubilización del fosfato insoluble, la PEPC es una enzima 

que puede cumplir otras funciones en condiciones de falta de P. La actividad conjunta de 

la PEPC y la malato deshidrogenasa (MDH) puede suponer una ruta glucolítica 

alternativa a la piruvato quinasa (PK) en condiciones de déficit de ADP, y además puede 

participar en el reciclaje del fosfato que se genera en la carboxilación del PEP (Vance et 

al., 2003; Kumari et al., 2008; Plaxton y Tran, 2011).  

La carencia de PPC3 afectó de forma severa al contenido de ATP en raíces, pero no 

en hojas, en condiciones control. Las diferencias observadas en ambos tejidos podrían 

estar asociadas a la importancia de esta isoenzima en cada uno de los tejidos, siendo 

dominante en raíces y, en consecuencia, siendo estas las primeras afectadas por su 

carencia (de la Osa et al., 2022). El menor contenido de ATP en raíces de las líneas Ppc3 

se asocia al conjunto de perturbaciones metabólicas causadas por la falta de PPC3, 

posiblemente consecuencia de la activación de las rutas fermentativas en raíces. Esto ya 

había sido sugerido por nuestro grupo al determinar que las líneas silenciadas presentaban 

una mayor cantidad de sacarosa y de lactato en raíces, indicativo de un bloqueo parcial 

de la glucolisis y de la activación de un metabolismo fermentativo (de la Osa et al., 2022). 

Por otra parte, la deficiencia de P provocó una importante reducción en el contenido de 

ATP, debido a los cambios metabólicos provocados por este déficit tal y como se ha 

descrito en multitud de especies vegetales (Fang et al., 2009; Malhotra et al., 2018). Sin 

embargo, esta disminución fue similar en los tratamientos -P y PCa y en todas las líneas. 

Esto podría deberse a que los efectos de la falta de P sobre el metabolismo son muy 

elevados, impidiendo ver diferencias entre las líneas a nivel de ATP.   

El déficit de P provoca importantes cambios en el metabolismo central, limitando la 

respiración celular y afectando a la glucólisis, donde se activan enzimas alternativas 

independientes de ATP. Algunas de estas enzimas potenciadas por falta de P son la 

fosfofructoquinasa dependiente de PPi (PPiPFK), la gliceraldehído-3-P deshidrogenasa 

dependiente de NADP (GAPDH), la PEPC, la enzima NAD-málica (NAD-ME) y la 

MDH (Malhotra et al., 2018), lo que ha sido descrito en varias especies (Fang et al., 2009; 

Esfahani et al., 2021; Li et al., 2022). Por ello, se analizó la actividad de importantes 

enzimas del metabolismo central, algunas de ellas relacionadas con estos cambios, tanto 

en hojas como en raíces de todas las plantas. De entre todas las enzimas metabólicas 

analizadas, la que mostró una mayor inducción de su actividad en los tratamientos de P 

fue la PEPC en raíces de las plantas WT pero, como ya se ha comentado anteriormente, 

no en las líneas silenciadas. En déficit de P se detectó una disminución de las actividades 

de algunas enzimas del ciclo de Krebs como la ICDH y CS en hojas o la ACO en raíces. 

La disminución de esta última enzima ha sido descrita en raíces bajo falta de P, esto 

impide la síntesis de isocitrato, provocando la acumulación de citrato para ser exudado 

por las raíces (Gupta et al., 2012). Sin embargo, en general, no se encontraron diferencias 
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entre las líneas bajo deficiencia de P, excepto moderadas disminuciones de la actividad 

de ICDH, ACO o MDH respecto a raíces WT. Interesantemente, todas las plantas 

mostraron una inhibición total de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa 

(AAT) en hojas en condiciones de deficiencia de P (-P y PCa). Esta enzima utiliza el 

OAA sintetizado por la PEPC, junto con glutamato, para formar aspartato y 2-OG 

(O’Leary et al., 2011).  Si bien la actividad PEPC total no cambia debido a la presencia 

de la isoenzima fotosintética, como mencionamos anteriormente sí que se produce una 

importante inducción de la expresión de los genes de PEPC no fotosintéticas (SbPPC2 y 

SbPPC3). Una mayor cantidad de estas isoenzimas de PEPC, junto con la inhibición de 

la AAT, podría provocar una mayor síntesis de malato por la MDH, incluso con parte del 

ciclo de Krebs (CS, ACO o IDH) inhibido. De este modo se podría conseguir mantener o 

aumentar el nivel de malato en condiciones de falta de P. En trabajos futuros se 

profundizará en este aspecto cuantificando los distintos metabolitos implicados en este 

proceso.  

La enzima PK, que cataliza la desfosforilación del PEP formando piruvato y ATP 

(Ambasht y Kayastha, 2002), presentó menor actividad en las líneas Ppc3 en condiciones 

control. Esto se relaciona con el menor contenido de piruvato medido en hojas de las 

plantas silenciadas (de la Osa et al., 2022), aunque en este trabajo no se detectaron 

cambios en este metabolito en raíces. La menor actividad PK de raíces y la ausencia de 

cambios en el contenido de piruvato podrían asociarse a la activación de otras enzimas 

cuyo producto es el piruvato como la piruvato fosfato diquinasa (PPDK) o la 

fosfoenolpiruvato fosfatasa (PEPP) (Chen et al., 2013) o a una menor demanda del mismo 

debido a la activación de rutas fermentativas como demuestran los niveles de ATP, de 

lactato y sacarosa en las línea silenciadas (de la Osa et al., 2022). Por otro lado, en 

condiciones de falta de P, la actividad PK puede verse reducida debido a la limitación de 

ADP, por lo que bypass como el de la PEPC-MDH-ME son importantes en estas 

condiciones (Plaxton y Podestá, 2006; O’Leary y Plaxton, 2020), esto concuerda con los 

resultados obtenidos en hojas. Sin embargo, en raíces WT la actividad PK aumentó 

moderadamente bajo deficiencia de P. Esto ha sido descrito en algunas especies  (Esfahani 

et al., 2021; Li et al., 2022) aunque no es así en otros estudios (Chen et al., 2013, Malhotra 

et al., 2018). Esta diferencia en los resultados de actividad PK entre líneas silenciadas y 

WT, podría indicar un mayor grado de estrés en las primeras, puesto que deberían activar 

otros bypass metabólicos, que no parecen darse en raíces WT, donde continúa la actividad 

PK en deficiencia de P. Estos resultados indican, de nuevo, que el silenciamiento de 

SbPPC3 provoca importantes perturbaciones en el metabolismo general de las plantas y 

también en su respuesta a estrés por déficit de P.  

En general, el déficit de P produce una disminución de la absorción y metabolismo 

del N (Paz-Ares et al., 2022). En nuestro trabajo, los tratamientos –P y PCa inhibieron 

completamente la actividad de la glutamato sintasa (GOGAT) en hojas en todas las líneas. 

Sin embargo, detectamos un aumento de actividad de las enzimas glutamina sintetasa 

(GS) y de la glutamato deshidrogenasa (GDH), y un ligero aumento de la actividad nitrato 

reductasa (NR), tal vez como respuesta para mantener la formación de glutamato y 
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glutamina en ausencia de actividad GOGAT. La activación de la GDH ha sido descrita 

en numerosas especies en respuestas a estrés salino, exceso de amonio, o senescencia 

(Skopelitis et al., 2006). En este sentido, en garbanzo se produce una reducción de la 

expresión de la GOGAT en hojas y un aumento de la expresión de NR y GS en raíces 

bajo deficiencia de P (Esfahani et al., 2021). Sin embargo, en este mismo trabajo se 

describió una disminución de la GDH en estas condiciones. Por otro lado, en alfalfa se 

produce una inhibición de la NR en condiciones de falta de P (Li et al., 2022). Por lo 

tanto, existen diferentes respuestas a nivel del metabolismo del N a la falta de P según la 

planta.  

El déficit de P limita la actividad fotosintética al reducir la fotofosforilación, lo que 

reduce la fijación de carbono, además de afectar a todos los complejos que intervienen en 

la fotosíntesis. Bajo deficiencia de P, las proteínas de las antenas se desfosforilan, 

reduciendo la movilidad de las mismas. A largo plazo, provoca la fotoinhibición del PSII, 

incrementando la fotorrespiración (Malhotra et al., 2018). Estos efectos del estrés por 

falta de P explicarían la disminución en la actividad fotosintética y en la conductancia 

que hemos encontrado en este trabajo, donde la inhibición del PSII ha sido observada 

como una reducción rendimiento cuántico (Fv/Fm), lo que a su vez estuvo asociado al 

incremento de F0, que fue ligeramente mayor en las líneas Ppc3. En algodón, se han 

descrito cambios similares en estos parámetros, asociando el incremento de F0 a la pérdida 

de clorofila y a la desconexión de las antenas captadoras de luz dentro del PSII (Singh y 

Reddy, 2014). Sin embargo, en nuestro estudio no se encontraron cambios en el contenido 

de las clorofilas, salvo un ligero aumento en falta de P, por lo que los efectos del déficit 

de P sobre los parámetros fotosintéticos deben estar asociados a los efectos directos de 

este estrés sobre el funcionamiento del PSII. En otras plantas se han obtenido resultados 

similares. Por ejemplo, en guisantes (P. sativum) o Lotus Japonicus, el déficit de P 

provocó una disminución de la actividad fotosintética pero no del contenido en clorofilas, 

siendo éstas incluso más abundantes en condiciones de falta de P (Kondracka y Rychter, 

1997; Thuynsma et al., 2016). Estos cambios en la fotosíntesis, junto a las alteraciones en 

el metabolismo catabólico y al nivel de P, podrían explicar la reducción en el contenido 

de ATP provocado por el déficit de P en hojas.  Por otra parte, la presencia de fosfato 

insoluble en el medio permitió la recuperación parcial de parámetros como la actividad 

fotosintética, la conductancia o F0 y Fv/Fm, aunque estos últimos se mantuvieron igual 

que en el tratamiento -P en la línea Ppc3-2. Estos resultados parecen indicar que esta línea 

silenciada está siendo más afectada por el déficit de P, al menos al nivel de 

funcionamiento fotosintético.  

Un síntoma clásico de la deficiencia de P es la acumulación de antocianinas en hojas 

de numerosas especies vegetales (Henry et al., 2012), donde este flavonoide puede tener 

una función fotoprotectora (Hammond et al., 2004; Plaxton y Tran, 2011), y constituyen 

un indicador del nivel de estrés por falta de P (Peng et al., 2020). Las antocianinas 

protegen los ácidos nucleicos del daño por UV y a la los cloroplastos del daño 

fotoinhibitorio causado por la reducción de la fotosíntesis inducida por el déficit de P 

(Hammond et al., 2004). En este trabajo, hemos visto cómo la falta de P (-P) redujo 
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severamente la fotosíntesis neta y aumentó de forma considerable la acumulación de 

antocianinas en hojas en todas las líneas. Sin embargo, en las plantas WT el tratamiento 

con fosfato cálcico produjo una bajada en el contenido de antocianinas en hojas, 

indicando menor nivel de estrés por falta de P, mientras que en las líneas Ppc3 el nivel se 

mantuvo igual que en ausencia total de P. Estos resultados apoyarían nuevamente que las 

líneas silenciadas seguirían manteniendo el mismo nivel de estrés con fosfato insoluble 

que cuando no hay fosfato, posiblemente debido a que tienen una menor capacidad de 

solubilizar el P insoluble. En este sentido, sería interesante estudiar otros marcadores de 

estrés vegetal como podrían ser la actividad de enzimas antioxidantes como las catalasas 

o peroxidasas, así como el indicador de peroxidación lipídica MDA (Morales y Munné-

Bosch, 2019).  

El conjunto de todos estos efectos causados por la falta de P provocó una reducción 

del crecimiento y de la producción de biomasa. De nuevo, el aporte de fosfato cálcico 

como fuente de P propició unos valores intermedios entre el tratamiento sin P y las 

condiciones control. Cabe destacar que las líneas Ppc3 presentaron menor tamaño que las 

plantas WT en todos los tratamientos, especialmente en la biomasa de raíces, aunque estos 

cambios no fueron estadísticamente significativos. Esto va en el mismo sentido que los 

resultados obtenidos por nuestro grupo en mutantes knock-out de Arabidopsis, en los que 

la falta de PPC3 tuvo mayor efecto sobre el desarrollo de la raíz en condiciones control 

que en deficiencia de P (Feria et al., 2016). Otro parámetro destacable a nivel de 

crecimiento fue el ratio raíz/parte aérea. El déficit de P provoca cambios en el desarrollo 

de las plantas originando un mayor desarrollo de las raíces en detrimento del desarrollo 

de la parte aérea, lo que se traduce en un aumento del ratio del peso raíz/parte aérea. Esto 

ha sido descrito en numerosas especies vegetales como en Arabidopsis (Li et al., 2022), 

en sorgo (Zhang et al., 2019) o en arroz (Chang et al., 2009), como mecanismos para 

aumentar la superficie de búsqueda y captación de P en el suelo (López-Arredondo et al., 

2014). En este trabajo hemos mostrado un aumento muy importante y significativo de 

este ratio en condiciones de falta de total de fosfato (-P) en las plantas WT, que fue, 

menor, pero aún significativo, en presencia de fosfato cálcico. Sin embargo, aunque el 

ratio aumentó en las líneas Ppc3 por la falta de P (-P) respecto a su control, dicho 

incremento fue mucho menor al encontrado en plantas WT. Además, las plantas 

silenciadas no disminuyeron el ratio en el tratamiento con fosfato cálcico en comparación 

con el tratamiento sin P. Por lo tanto, como ya ocurriese para otros parámetros 

relacionados con la falta de P, el aporte de fosfato insoluble reduce la respuesta en las 

plantas WT, pero no en las líneas silenciadas, que siguen respondiendo de manera similar 

a la ausencia total de este elemento. Esto también ocurrió al analizar la expresión del gen 

que codifica el transportador de fosfato de alta afinidad PHT, inducible por falta de P 

(López-Arredondo et al., 2014; Wang et al., 2019b), donde detectamos un incremento de 

su expresión en ausencia de P que desaparece en las plantas WT tratadas con fosfato 

cálcico, pero no en las líneas Ppc3.  

Por último, se estudió el nivel de P en las plantas para determinar si esta era la causade 

todos los resultados obtenidos. Como era de esperar, la falta de P redujo drásticamente el 
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contenido de este elemento en hojas y raíces de forma similar en todas las líneas. Sin 

embargo, el tratamiento con fosfato insoluble recuperó estos valores en raíces pero no en 

hojas, donde los niveles de P fueron levemente superiores a condiciones –P pero muy por 

debajo de los encontrados en condiciones control. Interesantemente, Es con este 

tratamiento (PCa) donde se observaron diferencias significativas del contenido de P entre 

las líneas silenciadas y la WT, en concreto en raíces, encontrándose una menor cantidad 

de P en las primeras en comparación con las segundas, aunque los niveles de P fueron 

similares a los encontrados en condiciones control. Estos resultados apoyan la hipótesis 

de que las líneas Ppc3 tienen una menor capacidad para solubilizar el fosfato insoluble e 

incorporar ese P a sus raíces, aunque esto no repercute sobre el contenido de P medido en 

hojas, que se mantienen siempre muy por debajo de las condiciones control. En conjunto, 

estos resultados podrían indicar que, en condiciones de limitación de P, la planta prioriza 

la recuperación de este elemento en raíces y no en hojas para poder mantener el desarrollo 

de las mismas con el objetivo de ampliar la captación de P en detrimento del crecimiento 

de la parte aérea. Esto implicaría un mayor metabolismo para el crecimiento de las raíces, 

lo que podría explicar también que los niveles de ATP no aumenten en raíces en los 

tratamientos PCa aunque si lo haga el P, ya que este ATP se estaría consumiendo. Este 

aspecto será objeto de estudio en futuros trabajos de nuestro grupo de investigación.  

 En definitiva, estos resultados muestran que las líneas Ppc3 tienen más dificultades 

para obtener P en condiciones donde es necesario solubilizarlo, y además presentan 

dificultades en la respuesta de desarrollo radicular frente a la deficiencia de P. Todo esto 

confirma la importancia de la isoforma PPC3 en raíces de sorgo para la solubilización de 

P en estas condiciones. Por otro lado, las distintas respuestas observadas en hojas WT y 

Ppc3 en el tratamiento PCa podrían indicar que la isoforma PPC3 participa de forma 

relativamente importante en el bypass glucolítico que permite aumentar la eficiencia en 

el uso del P, provocando que las líneas silenciadas presenten mayores efectos por la 

deficiencia de P que las plantas WT en hojas. Además, cabría destacar que los resultados 

obtenidos indican que la respuesta a este tipo de estrés basada en la PEPCse produce 

mediante un aumento de la fosforilación de la proteína en hojas y con el aumento en la 

cantidad de la misma en raíces.  

El conjunto de todos los resultados presentados en estos 3 capítulos muestra el 

importante papel de la isoforma PPC3 en sorgo, particularmente en las respuestas a 

estreses abióticos que se detectan en raíces donde, entre otras cosas, participa en la síntesis 

de ácidos orgánicos, bien como quelantes de metales bien para solubilizar nutrientes como 

el fósforo. Además, sumado a su rol ya demostrado en otros estreses como el exceso de 

amonio (Arias-Baldrich et al., 2017) o la salinidad (de la Osa et al., 2022), la convierten 

en una enzima relevante frente a condiciones ambientales adversas en sorgo.  

El papel que puede jugar la PEPC frente a condiciones de estrés abiótico ha sido 

sugerido por varios grupos. La sobreexpresión de esta enzima aumenta la tolerancia frente 

a ciertos estreses. Plantas de arroz que sobreexpresan la PEPC de tipo C4 de maíz 

presentan mayor tolerancia al aluminio al incrementar la síntesis y acumulación de ácidos 
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orgánicos como malato y citrato, y la secreción principalmente de oxalacetato (Begum et 

al., 2009). Además, aumenta la tolerancia a la deficiencia de fósforo, asociando la mayor 

actividad PEPC también a una mayor secreción de oxalato (Begum et al., 2005). En esta 

línea, los resultados aquí presentados, así como otros resultados de nuestro grupo de 

investigación, sugieren la isoenzima PPC3 de sorgo, una PEPC no fotosintética y 

mayoritaria en raíces, como una posible diana de mejora de la tolerancia de este cultivo 

frente a múltiples estreses abióticos. 

2. CARACTERIZACIÓN DE PLANTAS DE SORGO CON LOS GENES 

SbPPCK1-3 SILENCIADOS EN CONDICIONES CONTROL Y DE ESTRÉS 

ABIÓTICO 

En sorgo, existen tres genes que codifican isoformas distintas de PEPCk. En los 

órganos vegetativos, SbPPCK1 se expresa exclusivamente en hojas, y es la isoenzima 

fotosintética que fosforila a la PEPC C4. SbPPCK2 se expresa en hojas y raíces; en este 

último órgano, su expresión se induce por estrés por amonio (Arias-Baldrich et al., 2017) 

y por salinidad (de la Osa et al., 2022). SbPPCK3 se expresa también en hojas y raíces, 

aunque funcionalmente está poco caracterizado (Monreal et al., 2013a). Para profundizar 

en las funciones de estas PEPCk de sorgo, se diseñaron y obtuvieron plantas de sorgo 

modificadas con niveles disminuidos de expresión de SbPPCK1-3 mediante la técnica 

del ARN interferente. En este segundo bloque se han caracterizado distintas líneas 

silenciadas, y se han estudiado las repercusiones del silenciamiento sobre el crecimiento, 

respuestas a estrés, floración y producción de semillas.  

El silenciamiento por ARN interferente permitió obtener varias líneas con un menor 

nivel de expresión de los genes SbPPCK1-3. Esto se correlacionó con una menor 

fosforilación de la PEPC. Sin embargo, estas líneas silenciadas presentaron un nivel de 

inhibición génica muy inferior al encontrado para SbPPC3 en las líneas de sorgo Ppc3, 

indicando una menor efectividad del ARNi en estos mutantes Ppck.  Pese a esto, la menor 

capacidad de fosforilar a la PEPC tuvo efectos moderados sobre el crecimiento, y más 

importantes sobre la productividad de las plantas de sorgo modificadas.  

En Arabidopsis existen dos genes que codifican PEPCk: AtPPCK1 y AtPPCK2. 

AtPPCK1, se expresa mayoritariamente en hojas, aunque también puede detectarse en 

otros tejidos como raíces y flores. Además, su expresión es por luz. AtPPCK2 se expresa 

sobre todo en raíces y flores, donde también es inducido por luz (Fontaine et al., 2002; 

Nimmo, 2003). Mutantes insercionales del gen AtPPCK1(dln1 y csi8) en Arabidopsis 

tienen menor crecimiento, tanto de la roseta como del tallo floral (Meimoun et al., 2009), 

mientras que mutantes SALK del gen AtPPCK2 presentan una ligeramente menor 

densidad radicular en condiciones control (Feria et al., 2016). En este trabajo los mutantes 

Ppck presentaron una ligera reducción de la altura de la planta al final de su ciclo de vida 

y también una leve reducción en la altura de la planta y la biomasa producida en plantas 

de 1 mes. Estos resultados indican que la disminución en la expresión de los genes 

SbPPCK1-3 repercute sobre el crecimiento, aunque no lo hace de forma severa. Meimoun 

et al. (2009) hipotetizaron que la falta de AtPPCK1 provoca un aumento de la 
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fotorrespiración en Arabidopsis. La hipótesis se basaba en una reducción de los niveles 

de glucosa y sacarosa, como consecuencia de la disminución del flujo del carbono en la 

fotosíntesis, y en la disminución del glicolato y glicina y el aumento de la serina 

observada en los mutantes. Sin embargo, la inhibición de la fosforilación de la PEPC en 

hojas de Arabidopsis no altera los flujos metabólicos de la vía anaplerótica (Meimoun et 

al., 2009). Por otro lado, Boxall et al. (2017) investigaron los efectos del silenciamiento 

de PEPCk (KfPPCK1), también por ARNi, en la planta CAM Kalanchoë fedtschenkoi. 

El silenciamiento de KfPPCK1 afectó severamente a la fijación de CO2 y a la 

acumulación de malato durante la noche, alterando el control del ritmo circadiano, y 

además redujo la biomasa tanto de raíces como de hojas (Boxall et al., 2017). Por el 

contrario, en la especie C4 Flaveria bidentis en la que se silenció por ARNi su única 

isoforma PEPCk, no se detectaron cambios importantes de metabolitos fotosintéticos ni 

de la asimilación fotosintética de CO2, pese a la severa disminución en la fosforilación de 

la PEPC  (Furumoto et al., 2007). Por lo que estos autores sugirieron que la fosforilación 

de la PEPC no es esencial para una alta actividad fotosintética en F. bidentis. Las 

diferencias encontradas en investigaciones similares, pero en distintas especies indican 

que la enzima PEPCk, y por tanto la fosforilación de la PEPC en hojas, podrían presentar 

diferencias en cuanto a función e importancia fisiológica según la especie vegetal 

estudiada.  

Meimoun et al. (2009) encontraron también que mutantes AtPPCK1 presentaban un 

retraso en su floración. Éste se atribuyó una economía de carbono y un estado energético 

celular reducidos a causa de las alteraciones provocadas por la reducción en la 

fosforilación de la PEPC, especialmente por los cambios en la vía fotorrespiratoria, en el 

contenido de azúcares y en el ciclo de Krebs. Nosotros hemos encontrado que las líneas 

Ppck presentaron también un retraso en la floración. Además, en una de las líneas 

estudiadas (Ppck-4) no todas las plantas llegaron a florecer. El retraso en la floración iba 

acompañado de una disminución del número y del peso total de semillas. Esto indica que 

el silenciamiento afecta de forma importante a la productividad del sorgo. De forma 

análoga, en mutantes SALK de Arabidopsis para los genes AtPPCK1 y AtPPCK2 se 

redujo significativamente el rendimiento en semillas (Feria et al., 2022), especialmente 

en la línea ppck1-. En este trabajo, la producción de semillas también se ha visto reducida 

por el silenciamiento de SbPPCK1-3, aunque la disminución fue más severa en la línea 

Ppck-2. El papel de la fosforilación de la PEPC ha sido demostrado tanto en la formación 

como en la germinación de semillas, encontrándose regulada por metabolitos como el 

malato o la glucosa-6-fosfato y otros fotosintatos  (Nhiri et al., 2000; Feria et al., 2008; 

Ruiz-Ballesta et al., 2016). En semillas de sorgo, se ha detectado actividad PEPC a lo 

largo del todo el proceso de maduración. Sin embargo, es en las primeras etapas de éste, 

cuando se detecta una mayor actividad y fosforilación de la PEPC, mientras que en las 

etapas posteriores es desfosforilada casi en su totalidad y, por tanto, se reduce también la 

actividad PEPC (Feria et al., 2008; Ruiz-Ballesta et al., 2016; Bouargalne et al., 2018). 

Todo esto indica que no solo la actividad PEPC, sino también su fosforilación a través de 

las PEPCk, juega un rol importante durante la formación y maduración de las semillas. 

No obstante, es necesario profundizar en este sentido, analizando los perfiles de actividad 
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y fosforilación de la PEPC a lo largo de la maduración de las semillas Ppck y, además 

también estudiar los efectos de este silenciamiento sobre la germinación de las semillas 

en distintas condiciones.  

La mayor actividad PEPC y PEPCk en las primeras fases de formación de las semillas 

está asociada a la acumulación de sustancias de reservas como las proteínas (Bouargalne 

et al., 2018). En soja (G. max), cultivares con mayores niveles de actividad PEPC 

presentan mayor contenido de proteínas (Yamamoto et al., 2019). En esta misma línea 

nuestro grupo (Feria et al., 2022) ha estudiado la calidad nutricional de semillas mutantes 

SALK de Arabidopsis para los genes AtPPCK1 y AtPPCK2. Estas líneas silenciadas, 

especialmente ppck1-, presentaban una disminución en el contenido de proteínas, debido 

a cambios en el metabolismo del carbono y del nitrógeno, afectándose también otros 

elementos importantes en la calidad de las semillas, como el contenido lipídico. Esto 

indica que la fosforilación de la PEPC tiene implicaciones importantes en la composición 

de las semillas. En el caso de las líneas silenciadas de sorgo no se detectan cambios tan 

severos, posiblemente debido a que son líneas parcialmente silenciadas, sin una drástica 

inhibición de la expresión de los genes SbPPCK1-3, mientras que las líneas de 

Arabidopsis son knock-out. En definitiva, sería necesario profundizar en el estudio no 

sólo de la composición de las semillas Ppck, sino también de los cambios metabólicos 

que se producen en las plantas y que provocan la alteración de la composición de las 

semillas, siendo destacable estudiar los efectos del silenciamiento sobre la fotosíntesis. 

Además, de investigar los cambios en la fosforilación y la actividad de la PEPCk en 

semillas.  

Además, se cuantificaron otros elementos importantes que influyen en la calidad 

nutricional de las semillas, como los fenoles, grupo de moléculas de gran variedad que 

intervienen en las respuestas a distintas condiciones de estrés y mantienen la homeostasis 

redox en las células (Kolton et al., 2022); los taninos, abundante polifenol con función 

defensiva (Dehghanian et al., 2022); y el fitato o ácido fítico, principal reserva de P en 

semillas (Raboy, 2009). El contenido de estos compuestos fue alterado por el 

silenciamiento de SbPPCK1-3, observándose un aumento en el contenido de taninos y, 

sobre todo, de fitatos. Una menor fosforilación de la PEPC podría estar reduciendo la 

actividad PEPC, provocando que mayor cantidad de PEP vaya a la ruta del ácido 

shikímico. En dicha ruta se sintetizan aminoácidos aromáticos, como la fenilalanina, que 

es un importante sustrato para la síntesis de compuestos fenólicos, entre los que se 

encuentran los taninos (Buchanan et al, 2015; Dehghanian et al., 2022).  La síntesis del 

ácido fítico se lleva a cabo a partir de la G6P (Wang et al. 2022). Los cambios metabólicos 

causados por la el silenciamiento de SbPPCK1-3 estarían provocando el desvío del flujo 

del carbono hacía la síntesis de la principal reserva de fosfato durante el desarrollo de las 

semillas, en detrimento de otras reservas como la del almidón, que se vio ligeramente 

reducida. Estos resultados sugieren que la fosforilación de la PEPC puede impactar de 

forma relevante sobre la calidad nutricional de las semillas.  
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Finalmente, se estudiaron los efectos del silenciamiento de los genes SbPPCK1-3 en 

plantas expuestas a diferentes condiciones de estrés, y el efecto de la luz. Se encontró que 

el estado de fosforilación de la PEPC fue significativamente menor bajo deficiencia de P 

en hojas de las plantas modificadas que en las WT, demostrando el efecto del 

silenciamiento de estos genes. Al tratarse de hojas, probablemente el efecto mayoritario 

sobre el estado de fosforilación se debe a la quinasa y la PEPC fotosintéticas. Este mismo 

efecto fue observado en hojas tratadas con luz, que incrementó la fosforilación de la PEPC 

en las plantas WT, pero no en las líneas silenciadas. Por otro lado, el tratamiento salino 

empleado no aumento el estado de fosforilación de la PEPC en hojas. Sin embargo, 

nuestro grupo había demostrado el aumento de la fosforilación de la PEPC y de la 

actividad PEPCk en hojas de plantas aclimatadas a estrés salino (Echevarría et al., 2001; 

Monreal et al., 2007a, 2013a), aunque las condiciones de tratamiento fueron distintas, lo 

que podría explicar las diferencias. Además, los efectos tanto del estrés por falta de P 

como por sal, no afectaron drásticamente al crecimiento de las plantas silenciadas 

respecto a los efectos causados en la planta WT. Estos resultados sugieren que, aunque el 

silenciamiento de las SbPPCK provoca una menor fosforilación de la PEPC, el nivel de 

fosforilación alcanzado es suficiente para llevar a cabo la respuesta frente a estas 

condiciones.  

En resumen, con este apartado se ha iniciado la caracterización de plantas de sorgo 

con los genes SbPPCK1-3 silenciados, que repercute sobre el nivel de fosforilación de la 

PEPC en diferentes condiciones. Aunque no se han encontrado efectos drásticos sobre el 

crecimiento, son destacables los efectos sobre el tiempo de floración y la cantidad y 

calidad de las semillas. Esta investigación debe ser continuada estudiando en profundidad 

los efectos del silenciamiento sobre el metabolismo en hojas y en raíces, y sobre la 

fosforilación de la PEPC, bajo estos y otros estreses abióticos. Además, también sería 

importante investigar los efectos del silenciamiento sobre la producción bajo condiciones 

adversas como el estrés salino y continuar con el estudio de la composición de las semillas 

silenciadas, así como analizar los efectos del silenciamiento sobre la germinación de las 

mismas.  
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1. Las líneas Ppc3 manifiestan en mayor grado los síntomas de toxicidad por aluminio: 

disminución de la velocidad de germinación, menor crecimiento en longitud de hojas 

y raíces, y mayor síntesis foliar de moléculas de estrés (MDA, prolina y antocianinas).  

 

2. Los efectos del cadmio también son mayores en las líneas Ppc3 en distintos aspectos: 

disminución de la velocidad de germinación y de elongación foliar, disminución del 

contenido en clorofila b, y aumento del contenido en MDA y prolina. Además, en la 

respuesta al déficit de hierro que causa el Cd, se pone de manifiesto una alteración en 

la homeostasis del Fe en las líneas silenciadas. 

 

3. La actividad PEPC y la expresión de SbPPC3 aumentan en las raíces de sorgo en 

respuesta a Al y Cd, pero no en las líneas Ppc3. Aunque el Al y el Cd incrementan la 

expresión de SbPPC2 en las líneas silenciadas, incluso más que en el WT, eso no se 

traduce en un aumento de la actividad PEPC de raíces. No hay efectos marcados del 

aluminio sobre la actividad PEPC de hojas. Estos resultados muestran que PPC3 es la 

isoenzima PEPC responsable de las respuestas a Al y Cd que implican a dicha 

actividad enzimática en raíces de sorgo.   

 

4. Tanto el Al como el Cd aumentan la actividad PEPCk en raíces. En ambos casos, 

aumenta la expresión de SbPPCK2, y dicho aumento, al igual que el aumento de 

actividad, son mayores en las líneas Ppc3. Esto puede reflejar un intento de compensar 

la falta de PPC3 en dichas líneas. 

 

5. El Al y el Cd aumentan la cantidad de ácidos orgánicos, y, especialmente, de citrato, 

en los exudados radicales. El citrato es el principal ácido orgánico responsable de la 

resistencia a Al y Cd en sorgo. Aunque la actividad PPC3 no es necesaria para la 

síntesis y secreción de citrato a corto plazo, sí lo es para mantener un nivel alto de 

citrato en los exudados a más largo plazo. Consecuentemente, aunque el contenido en 

Cd en raíces es mayor en el WT a corto plazo, al aumentar el tiempo de tratamiento 

aumenta la velocidad de absorción de Cd en las líneas silenciadas. 

 

6. El aporte de fosfato de calcio como fuente de P induce algunas respuestas al déficit 

de este, elemento, tanto en hojas como en raíces de sorgo. En general estas respuestas 

son de menor intensidad que a la falta total de P.  

 

7. La deficiencia de P aumenta la expresión de los genes SbPPC2 y SbPPC3, y de la 

actividad PEPC, en raíces de sorgo en la línea WT. Sin embargo, en las líneas Ppc3 

sólo se detecta aumento de la expresión de SbPPC2, pero no de SbPPC3, ni tampoco 

una mayor actividad PEPC. Estos resultados indican que PPC3 es la isoenzima 

responsable de los cambios de actividad PEPC detectada en raíces de sorgo en 

condiciones de falta de P. En hojas de todas las líneas se obtienen resultados similares 

en cuanto a la expresión de SbPPC2 y SbPPC3, aunque esto no se traduce en un 

aumento de actividad PEPC debido a la presencia mayoritaria de la PEPC 

fotosintética.  
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8. La deficiencia de P aumenta la expresión de los genes SbPPCK1-3 en hojas y de 

SbPPCK2 y 3 en raíces, lo que se corresponde con un aumento en la actividad PEPCk. 

 

9. Las líneas silenciadas, pero no la WT, siguen mostrando ciertas respuestas a la falta 

de P en presencia de fosfato cálcico, como son los altos niveles de antocianinas y de 

fosforilación de la PEPC en hojas, o la mayor expresión del gen SbPHT1 en raíces. 

Además, estas plantas presentan menores niveles de P en raíces en comparación con 

las plantas silvestres. Estos resultados indican que SbPPC3 es una proteína importante 

para la solubilización del fosfato insoluble del medio.   

 

10. La transformación de embriones inmaduros de sorgo con el plásmido pFGC161, 

albergando la secuencia completa de 855 pb del gen SbPPCK1 en sentido y anti-

sentido, causa el silenciamiento promedio para los tres genes SbPPCK del 58 y el 

35%, en hojas de las líneas Ppck-2 y Ppck-4, respectivamente.  

 

11. El silenciamiento de SbPPCK1-3 afecta a la fosforilación in vivo de la PEPC, 

estimada a partir de la IC50 de inhibición por malato. Las principales diferencias se 

observan en hojas, en las que la luz produce un aumento de fosforilación de la PEPC 

en el WT y no en las líneas silenciadas. De forma similar, la carencia de P aumenta la 

fosforilación de la PEPC sólo en el WT. No obstante, en condiciones control, la 

fosforilación es similar en el WT y en las líneas silenciadas, indicando que, en éstas, 

al no ser el silenciamiento completo, no se abole totalmente la fosforilación de la 

PEPC. 

 

12. El silenciamiento de SbPPCK1-3 impacta modestamente sobre el crecimiento 

vegetativo (crecimiento en longitud) y la producción de biomasa (peso de la parte 

aérea y de las raíces) en las líneas silenciadas. 

 

13. El silenciamiento de SbPPCK1-3 retrasa la floración y afecta a la productividad del 

sorgo, observándose una disminución en el peso y en la longitud de la espiga, y en el 

número y peso total de las semillas de las líneas silenciadas. Además, se alteraron 

diversos parámetros nutricionales. Especialmente destacable es el aumento en el 

contenido en fitatos, que son antinutrientes que disminuyen la capacidad nutricional 

de las semillas. 
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